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1. Einleitung	
 
Bei der Betrachtung neoplastischer Veränderungen im zentralen Nervensystem stellt 
der Ursprung des veränderten Gewebes ein primäres Unterscheidungsmerkmal dar. 
Eine Unterscheidung in hirneigene Tumoren und solche, die eine Metastase im 
Sinne einer Absiedelung eines entfernt liegenden Primarius darstellen, ist hierbei 
elementar. 
Auch innerhalb dieser Gruppen gibt es diverse Unterscheidungsmerkmale, welche 
nicht zuletzt für die Therapie und die Prognose wesentlich sind. 
Insofern soll zum Beginn dieser Arbeit ein kurzer Überblick geboten werden, welche 
Entitäten unter dem Begriff der Hirntumoren zusammengefasst werden können.  
 
1.1 Hirneigene	Tumore	
Unterscheidungen bezüglich der einem Tumor zugrunde liegenden Zellen lassen 
eine Aufteilung in mehrere Subgruppen zu. Am häufigsten finden sich zelluläre 
Entartungen aus dem Stützgewebe des Gehirns; Zellen, welche die Nervenfasern 
umscheiden und Aufgaben der Versorgung übernehmen. Gemäß der revidierten 
vierten Fassung der WHO Klassifikation der Tumoren des zentralen Nervensystems 
(1) werden unterschieden: 
- Astrozytäre Tumore 
o Pilozytisches Astrozytom WHO Grad I 
o Astrozytom WHO Grad II 
o Anaplastisches Astrozytom WHO Grad III 
o Glioblastoma multiforme WHO Grad IV 
- Oligodendrogliale Tumore 
o Oligodendrogliom WHO Grad II 
o Anaplastisches Oligodendrogliom WHO Grad III 
- Mischgliome "Oligoastrozytome"mit Anteilen beider o.g. Zelltypen 
Es erfolgt darüber hinaus eine Unterscheidung in niedrigmaligne (Grad I und II) 
sowie hochmaligne (Grad III und IV) Entitäten. Abseits rein histopathologischer 
Unterschiede finden sich beispielsweise auch metabolische Veränderungen: So läßt 
sich in hochmalignen Hirntumoren im Vergleich zu niedriggradigen Hirntumoren und 
insbesondere zu gesundem Hirngewebe vermehrt anaerobe Glykolyse nachweisen 
(erhöhte Laktatdehydrogenase) (2). Auch chromosomale Aberrationen oder 
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Veränderungen auf DNA Ebene konnten – nicht nur bei malignen Gliomen – mit der 
Prognose und der Rezidivhäufigkeit korreliert werden (3).  
In der aktualisierten Version der WHO Klassifikation wird daher vermehrt den 
molekularpathologischen Veränderungen Rechnung getragen. Da diese sich 
zwischenzeitlich als prognostische Parameter etabliert haben, erhält die 
lichtmikroskopische Klassifikation molekulargenetische Subgruppen mit teils eigener 
therapeutischer Wertigkeit, im Sinne einer „integrierten Diagnose“. 
Da die phänotypische Ausprägung molekulargenetischer Merkmale abhängig von 
Penetranz und Expressivität eines Genes ist, führt nicht jede genetische Mutation zu 
einer Veränderung der Proteinausstattung der Zelle und damit zu einer manifesten 
Erkrankung. Gerade bei einem mit multiplen Aberrationen einhergehenden Tumor 
wie dem Glioblastom ist davon auszugehen, dass epigenetische Modifikationen zu 
einer vermehrten Expression onkogener Proteine führen. Daher ist in der letzten Zeit 
die proteomische Untersuchung von Tumoren vermehrt in den Mittelpunkt gerückt, 
sowohl im Generellen (4), (5), (6), als auch bei Tumoren des ZNS (7), (8), (9). 
 
Die Inzidenz maligner hirneigener Tumore ist höher als die der niedriggradigen; 
insbesondere das Glioblastom °IV ist mit 3 bis 6 Neuerkrankungen pro 100.000 
Einwohner pro Jahr besonders häufig (10), (11). Es findet sich häufiger bei Männern, 
ein Altershöhepunkt kann um die sechste Dekade herum beobachtet werden. 
Bezüglich der Tumorentstehung eines Glioblastoms kann man eine de novo 
Entwicklung innerhalb weniger Monate, ein "primäres Glioblastom", von 
andersgelagerten Fällen unterscheiden, in welchen sich ein initial niedriggradiger 
hirneigener Tumor teils über Jahre hinweg zu einem "sekundären Glioblastom" 
entdifferenziert. Diese sogenannte maligne Transformation stellt den selteneren 
Ursprung dar. 
Hierbei finden sich auch bezüglich der chromosomalen Aberrationen Unterschiede, 
beispielsweise bezüglich einer somatischen Punktmutation des 
Isocitratdehydrogenase-Genlocus. Diese IDH-Mutation tritt in circa 80% der 
sekundären Glioblastome (sowie in deren Vorläuferstadien) auf, wohingegen sie bei 
primären Glioblastomen nur sehr selten beobachtet wird (12). Die Mutation ist oft mit 
einem verbesserten Ansprechen auf die medikamentöse Tumortherapie mittels 
Temozolomid und einem verbesserten Langzeitergebnis assoziiert (13), (14). 
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1.1.1 Diagnostik	
Die Erstdiagnose eines intracerebralen Tumors steht meist im Zusammenhang mit 
einer neu aufgetretenen, fokalen neurologischen Symptomatik wie 
Bewegungsstörungen oder Sensibilitätsminderungen, weiterhin können 
unspezifische Symptome wie Kopfschmerzen oder erstmalig aufgetretene 
Krampfanfälle hinweisgebend sein. Hirntumore lassen sich in bildgebenden 
Untersuchungen wie der Computertomographie und insbesondere der 
Magnetresonanztomographie nachweisen; die bildmorphologische Präsentation lässt 
des Öfteren eine Verdachtsdiagnose zu, welche jedoch stets histologisch gesichert 
werden muss. 
In der T1 Wichtung des MRTs mit Kontrastmittel (KM) ist bei Glioblastomen eine 
girlandenförmige Kontrastmittelanreicherung um eine zentrale Nekrose herum 
typisch. Die Nekrose entsteht aufgrund einer Nährstoffmangelversorgung der 
zentralen Tumoranteile im Rahmen des schnellen Wachstums, sodass nur noch das 
stoffwechselaktive Gewebe in der Randzone Kontrastmittel aufnehmen kann. 
Niedriggradigen hirneigenen Tumoren hingegen fehlen meist sowohl die KM-Affinität, 
als auch die Nekrose. Grad II- Tumoren stellen sich eher T2-hyperintens dar, 
insbesondere die Wichtung T2-Stern bildet diese Entitäten am deutlichsten ab. Bei 
Grad III Gliomen ist die KM-Aufnahme wechselnd stark ausgeprägt. 
Metastasen zeigen im MRT einen ähnlichen Aspekt wie Glioblastome, meist lassen 
das multifokale Auftreten und der anamnestische Hinweis auf ein Tumorleiden eine 
Abgrenzung zu. Rein formal muss bei lediglich randständiger KM-Aufnahme auch ein 
Abszess erwogen werden.  
Als eloquente Strukturen werden Gehirnareale bezeichnet, deren Schädigung 
neurologische Symptome hervorrufen, hierzu zählen beispielsweise Sprachzentrum, 
motorischer Kortex oder Pyramidenbahnen. Zur Darstellung eloquenter Strukturen 
kann die MRT Bildgebung präoperativ erweitert werden. Das sogenannte „diffusion 
tensor imaging“ (DTI) ermöglicht die Darstellung axonaler Faserbahnsysteme bei der 
Planung der Operation, um diese intraoperativ navigationsgestützt zu schonen. Die 
funktionelle Magnetresonanztomografie (fMRT) stellt die kortikale Repräsentation 
z.B. motorischer oder sprachlicher Funktionen dar. 
Als weiteres Verfahren zur Visualisierung eloquenter Areale steht die transkranielle 
Magnetstimulation (tMS) zur Verfügung. Nach Referenzierung eines aktuellen MRTs 
des Patienten in die Neuronavigation werden durch magnetische Impulse, die mittels 
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elektromagnetisch erzeugter, unmittelbar an der Schädelkonvexität applizierter 
Magnetfeldänderungen generiert werden, unwillkürliche Bewegungen ausgelöst. Bei 
einer Bewegung als Reizantwort kann somit auf die entsprechende Stelle des Cortex 
zurückgeschlossen werden. Das funktionelle Areal wird berechnet und zur späteren 
Operation in die Navigationsdarstellung eingespielt, und kann so gezielt geschont 
werden; zudem wird eine Verbesserung des Resektionsausmaßes mit weniger 
Resttumor erreicht (15), (16). 
Bei auffälligem bildgebenden Befund kann zur weiteren Artdiagnostik des vermuteten 
Tumors eine Spektrometrie des Gehirns erfolgen. Diese Untersuchung erlaubt es, 
die Gewebszusammensetzung auf Molekülebene zu beurteilen. Die emittierten 
Spektren können Aufschluss über pathologische Veränderungen geben. 
Beispielsweise finden sich in Hirntumoren erhöhte Cholinpeaks als Hinweis für 
erhöhte Membransynthese sowie erhöhte Laktatpeaks, welche den erhöhten Anteil 
anaerober Glykolyse widerspiegeln. Eine Differenzierung zwischen unterschiedlichen 
Entitäten anhand dieser und weiterer spektroskopischer Merkmale kann möglich sein 
(17) – die zwingende Notwendigkeit einer bioptischen Entnahme von Tumorgewebe 
zur Sicherung der Diagnose bleibt hiervon aber unberührt. 
 
1.1.2 Operatives	Vorgehen	
Zur Sicherung der Verdachtsdiagnose ist eine histopathologische Untersuchung 
unumgänglich. 
Zur Entlastung der lokalen Raumforderung und zur Probenentnahme ist ein 
neurochirurgischer Eingriff indiziert. Das Ausmaß des operativen Eingriffes ist 
abhängig von Größe, Erreichbarkeit und Lokalisation des Tumors. So kann ein 
frontaler Prozess zumeist in toto reseziert werden. Eine Läsion tief in den 
Stammganglien hingegen erlaubt nur eine Probenentnahme per stereotaktischer 
Feinnadelbiopsie, um die dortigen Hirnstrukturen und Faserbahnen schonen zu 
können. Der Verbleib eines Resttumors ist in diesem Falle unumgänglich. 
Zur besseren Darstellung des Tumors sowie zur Kontrolle des Resektionsausmaßes 
kann intraoperativ bei höhergradigen hirneigenen Tumoren 5-Aminolävulin-Säure (5-
ALA) angewandt werden. Aus dieser Aminosäure wird in mehreren Schritten 
intrazellulär Protoporphyrin IX gebildet. Aufgrund des erhöhten Metabolismus der 
Tumorzellen und einer verminderten Aktivität des Enzyms Ferrochelatase reichert 
sich das Protoporphyrin mit seinen Vorstufen in neoplastischen Zellen verstärkt an. 
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Unter UV-Licht zeigt sich eine rosafarbene Fluoreszenz, die die Abgrenzung vom 
gesunden Hirngewebe erlaubt. 
Mit dieser Technik gelingt eine vollständige Tumorresektion bei einem höheren 
Prozentsatz der Patienten (18). Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass ein 
Anteil von mindestens 15% Tumorzellen im Gewebe notwendig ist, damit die 
Fluoreszenz noch sichtbar ist. Somit muss auch in angrenzenden, fluoreszenz-
negativen Bereichen mit Tumorzelldurchsetzung gerechnet werden.  
Insofern verbleiben selbst bei Fehlen eines Tumorrestes im postoperativen Kontroll-
MRT versprengte Tumorzellen im Bereich um die Resektionshöhle herum. Es hat 
sich aber im Langzeitverlauf gezeigt, dass das Fehlen eines 
kontrastmittelaufnehmenden Tumorrestes im Kontroll-MRT einen positiven Einfluss 
auf das Überleben der Patienten mit sich bringt; dies ist auch bei einem 
Rezidiveingriff der Fall (19). Der Einsatz von 5-ALA ermöglicht durch die Steigerung 
der Rate an Komplettresektionen somit eine Prognoseverbesserung (20). 
 
1.1.3 Postoperative	Weiterbehandlung	–	Adjuvante	Therapie	
In histopathologischen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass sich 
sogar im makroskopisch gesunden Hirngewebe in einer Entfernung von mehr als vier 
Zentimetern vom bildmorphologisch gesicherten Glioblastom noch einzelne 
Tumorzellen finden (21).   
Deswegen wird eine interdisziplinäre postoperative Weiterbehandlung nötig. 
Radioonkologisch schließt sich nach abgeschlossener Wundheilung eine 
Bestrahlung des Tumorbettes bzw. der verbliebenen Tumoranteile an. Zumeist 
erfolgt die Radiatio in einer Einzeldosis von 2 Gy mit einer Dauer von 30 
Bestrahlungstagen, was in einer Gesamtdosis von 60 Gy kumuliert und somit fünf bis 
sechs Wochen in Anspruch nimmt. 
 
Medikamentös finden sich unterschiedliche Ansatzmöglichkeiten, die Bestrahlung zu 
unterstützen, bzw. eine alleinige Chemotherapie durchzuführen:  
Bei residuellen Ödemen bzw. zur Verminderung einer reaktiven Ödembildung im 
Rahmen der Bestrahlung können Cortisonpräparate verwendet werden; auf eine 
frühzeitige Reduktion ist hierbei zu achten.  
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Parallel („concomitant“) zur Bestrahlung findet unter bestimmten Voraussetzungen 
Temozolomid (TMZ) Anwendung: bedeutsam hierfür ist der Methylierungsstatus des 
Promotors der O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT). Eine 
Hypermethylierung des Promotors („MGMT positiv“) führt zu einem gesteigerten 
Ansprechen der Tumorzellen auf die TMZ Therapie und ist somit von positivem 
Einfluss auf den Therapieerfolg. 
Gemäß des sogenannten „Stupp-Schema“ erfolgt eine Einnahme von 75 mg/m2 
Körperoberfläche Temozolomid für 40 Tage während der Radiatio. Nach 
Bestrahlungsende findet eine Dosissteigerung auf 150 (später 200) mg/m2 
Körperoberfläche statt; eingenommen wird das TMZ sodann an fünf aufeinander 
folgenden Tagen, gefolgt von einer mindestens 23 Tage betragenden 
Einnahmepause, also in einem Zyklus von 28 Tagen (5/28). Bildmorphologisch 
kontrolliert wird der individuelle Patientenverlauf mittels MRT alle 8 bis 12 Wochen. 
Sechs Zyklen sollten mindestens erfolgen, eine Reevaluation zur möglichen, darüber 
hinaus fortgesetzten Einnahme erfolgt nach sechs Monaten (22). 
 
Variationen dieses Schemas sind weiterhin Gegenstand klinischer Forschung und 
Studien. Beispielsweise erfolgt im Rahmen der CeTeG Studie die Kombination von 
TMZ mit dem Nitrosoharnstoff CCNU (Lomustin). Weitere Anpassungen erfolgen 
bzgl. des Einnahmerhythmus von TMZ: Bei der EORTC 26052-Studie werden beim 
neu diagnostizierten Glioblastom nach der Radiochemotherapie die Einnahmetage 
von TMZ auf 21 Tage im Monat (21/28) erhöht; bei der DIRECTOR Studie wird beim 
rezidivierenden GBM die Gabe von TMZ (7/14) mit (21/28) verglichen (23).    
CCNU ist schon seit längerem in der Therapie von vornehmlich oligodendroglial 
differenzierten Tumoren bekannt. Gemäß PCV Schema nach Levin wird es mit 
Procarbazin und Vincristin kombiniert. Insbesondere aufgrund der erhöhten Toxizität 
im Vergleich zu TMZ ist der Stellenwert dieses Therapieschemas jedoch weiter 
Gegenstand von Diskussionen (24), (25). 
Weiterführende medikamentöse Therapien beziehen die Gefäßversorgung der 
Tumorzellen mit in das therapeutische Konzept ein. Tumoren bilden eigene, 
pathologische Blutgefäße aus, im Sinne einer tumorinduzierten Neoangiogenese 
(26), (27). Angiogenetische Wachstumsfaktoren wie z.B. VEGF (vascular endothelial 
growth factor) können gezielt mit Antikörpern wie Bevacizumab blockiert, und somit 
die Nährstoffversorung des Tumors unterbunden werden. Die Ergebnisse der Glarius 
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Studie belegen eine Verbesserung des progressionsfreien Überlebens - progression 
free survival (PFS) - für Patienten, die Bevacizumab in Kombination mit Irinotecan 
(Topoisomerase-Hemmer) erhielten, verglichen mit TMZ-behandelten Patienten (9,7 
versus 5,9 Monate). Die Lebensqualität (QoL) war in beiden Studienarmen gleich. 
Die Gesamtüberlebenszeit – overall survival (OS) - belief sich auf 16,6 gegenüber 
14,8 Monaten (28). 
Anderweitige Untersuchungen haben auf molekularbiologischer Ebene 
tumormodulierende Eigenschaften in vitro und z.T. auch in vivo gezeigt, z.B. durch 
das Dipeptid Carnosin (29). Ebenso ist der Einfluss bestimmter Diäten oder 
(tumor)zellmetabolischer Faktoren Gegenstand weiterer Forschung (30), (31). 
Trotz Kombination dieser verschiedenen Therapieformen bleibt die Prognose des 
Glioblastoms ungünstig. Abseits einzelner Kasuistiken, welche ein Überleben von 
über 20 Jahren berichten (32), bewegt sich das progressionsfreie Überleben im 
Rahmen weniger Monate; das Gesamtüberleben beläuft sich auf ein bis zwei Jahre 
nach Diagnosestellung (1), (33).  
 
1.2 Metastasen	
Zerebrale Absiedlungen von außerhalb des Zentralnervensystems gelegenen 
Tumoren finden sich bei einer Reihe von Primärtumoren. Die Inzidenz für alle 
Primarien zusammengenommen beläuft sich auf ca. 8 pro 100.000 (34). Etwa drei 
Viertel der Primärtumoren sind Tumore der Lunge, der Mamma oder Melanome (35). 
Als mögliche weitere Ursprünge lassen sich beispielsweise Tumoren des 
Urogenitaltraktes aufführen, sowie Absiedlungen primär extrakranieller 
hämatoonkologischer Prozesse, aber auch gynäkologische sowie in selteneren 
Fällen gastrointestinale Krebserkrankungen. Bereits bei der erstmaligen 
Diagnosestellung eines bösartigen Tumors liegen bei einem Teil der Patienten schon 
Hirnmetastasen vor (Tabelle 1) (36), (37). Hierzu wurden Daten von knapp 1,2 
Millionen Patienten aus den Jahren 1973 bis 2001 im Metropolitan Detroit Cancer 
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Tabelle 1 - Inzidenz von Hirnmetastasen bei Erstdiagnose extrakranieller Tumorprimarien 
Lungentumor 19,9% 
Malignes Melanom 6,9% 
Nierenzellkarzinom 6,5% 
Mammakarzinom 5,1% 
Kolorektales Karzinom 1,8% 
 
Aufgrund unterschiedlicher Häufigkeit der einzelnen Tumorarten in der Population 
und unterschiedlicher Metastasierungswahrscheinlichkeiten, ergeben sich in der 
Gesamtheit von Patienten mit Hirnmetastasen von der obigen Inzidenz abweichende 
Prozentsätze. (Tabelle 2 gemäß (38)). 
 
Tabelle 2 – Häufigkeitsverteilung der Primarien von Patienten mit Hirnmetastasen 







Die klinische Symptomatik differiert nicht eindeutig von der hirneigener 
Raumforderungen, allerdings finden sich vermehrt inzidentelle Befunde ohne 
neurologische Symptomatik, welche im Rahmen des Stagings detektiert werden. 
Das interdisziplinäre Behandlungskonzept ist auch hier an eine Probenentnahme zur 
histologischen Diagnosesicherung gebunden. In manchen Fällen kann von einer 
kraniellen Operation abgesehen werden (pulmonal gesichertes, kleinzelliges 
Lungenkarzinom mit nachfolgender Systemtherapie); ansonsten ist in Abwägung des 
individuellen Risikos / Anzahl der Metastasen / deren operativer Zugänglichkeit eine 
neurochirurgische Resektion anzustreben. Anders als bei hirneigenen Tumoren, bei 
welchen nur in seltenen Fällen mehr als ein Herd bildmorphologisch gesichert 
werden kann, ist eine singuläre intrakranielle Metastase kein Regelfall – autoptisch 
finden sich bei an Tumoren erkrankten Patienten in bis zu 75%  multiple Befunde 
(39). In Einzelfällen können sogar 20 oder mehr Filiae nachgewiesen werden. Es 
scheinen Oberflächenproteine auf den metastasierenden Zellclustern vorzuliegen, 
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die eine bevorzugte Absiedlung in bestimmte Organsysteme bewirken. So finden 
sich Metastasen eines Colon-Karzinoms oft im Kleinhirn, Melanommetastasen sehr 
häufig im Großhirn.  
Bis zu einer Größe von drei Zentimetern kann als Alternative zur OP eine 
stereotaktische Bestrahlung im Sinne eines radiochirurgischen Therapieansatzes 
durchgeführt werden (40), (41). Bei diffus verteilten intracraniellen Läsionen bietet 
sich als radioonkologische, palliative Therapiemöglichkeit eine Ganzhirnbestrahlung 
an. 
 
Im Unterschied zum Glioblastom sind Metastasen, insbesondere bei Primärtumoren 
aus dem Gastrointestinaltrakt, häufig auch infratentoriell aufzufinden – entweder rein 
infratentoriell oder mit zusätzlichen supratentoriellen Absiedlungen. Hieraus entsteht 
eine zusätzliche klinische Symptomatik: Raumforderung und Schwellung im Bereich 
der hinteren Schädelgrube können zu einem okklusiven Hydrocephalus führen. 
Ob eine operative Entfernung einzelner Herde sinnvoll ist, um insbesondere weitere 
funktionelle Schädigungen oder einen Nervenwasseraufstau zu vermeiden, muss im 
Einzelfall entschieden werden. Bei hydrocephalem Aufstau kann auch eine VP- 
Shuntanlage zusätzlich notwendig werden.  
Die weiterführenden spezifischen Therapien des Grundleidens, insbesondere die 
Wahl der adäquaten adjuvanten Chemotherapie werden in Absprache mit den 
fachspezifischen Onkologen festgelegt.  
Generell stellt das Auftreten von Hirnmetastasen einen prognostisch ungünstigen 
Faktor dar; so beläuft sich z.B. bei Brustkrebs nach Diagnose zerebraler Filiae die 
Gesamtüberlebenszeit (OS) auf  ein Jahr, beim kolorektalen Karzinom sogar lediglich  
2 Monate (42); eine Studie mit 1292 Patienten beschreibt ein medianes OS gemittelt 
über alle Primärtumoren von 3,4 Monaten (43). 
 
1.3 Zystische	Tumore		
Zystisch imponierende Läsionen müssen unterschieden werden in Befunde mit 
„echten“ Zysten und mit Pseudozysten: Während bei echten Zysten eine 
Epithelauskleidung des Hohlraumes vorhanden ist, fehlt diese bei Pseudozysten. 
Typischerweise finden sich echte Tumorzysten beispielsweise in 
Hämangioblastomen. 
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Die Inzidenz dieser Tumore ist im Vergleich zu Glioblastomen und Metastasen 
deutlich geringer, so dass im klinischen Alltag meist Pseudocysten in hochmalignen 
Tumoren beobachtet und behandelt werden (44). 
Bei Glioblastomen lässt sich die Inzidenz einer Zyste im Tumor bzw. an dessen Rand 
auf 7-13% beziffern (44). Für Patienten mit einem zystischen GBM ist ein besseres 
Outcome diskutiert worden (45) – als Ursache wird eine geringere Infiltration des 
umgebenden Hirngewebes vermutet.  
Abbildung 1 und 2 zeigen Beispiele zystischer Glioblastome, wie sie sich im MRT 
präsentieren. Man beachte die zentrale Nekrose (dunkel – hypointens) sowie die 




Abbildung 1 – Beispielbild (MRT) eines zystischen, rechts frontal gelegenen Glioblastoms (Probe 44) 
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Abbildung 2 – Beispielbild (MRT) eines zystischen, links parietal gelegenen Glioblastoms (Probe 58) 
 
Bei Metastasen differiert das Auftreten von Tumorzysten mit der Art des 
Primärtumors, die Datenlage hierzu ist allerdings uneindeutig: Führend werden in der 
Literatur Bronchial- sowie Mamma-Karzinome genannt – mit unterschiedlicher 
Verteilung: 57% zu 10% (46) respektive 30% zu 50% (47).  
Abbildung 3 zeigt zwei infratentorielle zystische Metastasen eines 
Bronchialkarzinoms. 
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Abbildung 3 - Beispielbild (MRT) zweier zystischer Kleinhirn-Metastasen bei bekanntem Bronchialkarzinom 
(Probe 112) 
 
Weiterhin wird in geringerer Anzahl auch über zystische Metastasen bei colorektalen 
Tumoren sowie Melanomen berichtet (46).  
Abbildung 4 zeigt zwei infratentorielle zystische Metastasen bei bekanntem Colon-
Karzinom. Man beachte hierbei die Bedrängung und Verlagerung der 
Liquorabflusswege, welche in einem okklusiven Hydrocephalus resultieren können. 
Abbildung 4 - Beispielbild (MRT) zweier zystischer Kleinhirn-Metastasen bei bekanntem Colon-Karzinom  
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Zur Entstehung zystischer Metastasen sind mehrere pathophysiologische Prozesse 
vorgeschlagen worden, z.B. die Degeneration des Tumors, gefolgt von 
Flüssigkeitstranssudation aus nahegelegenen Blutgefäßen (48) oder der Rückstau 
interstitieller Flüssigkeit aufgrund unterbundener Drainage im erkrankten 
Gewebsbereich (49).  
Bei bereits oben genannter, deutlicher Einschränkung der Gesamtprognose ergeben 
sich nach Manifestation zystischer Metastasen häufig zusätzliche neurologische 




Die in einer Zelle zu einem bestimmten Zeitpunkt vorliegenden Proteine werden als 
Proteom bezeichnet; die Erforschung desselben unter Anwendung biochemischer 
Methoden wird Proteomik genannt – in Abgrenzung zum Transkriptom sowie zum 
Genom (51). Gegenüber dem Genom ist das Proteom aufgrund möglicher 
Induktionen als eher dynamisch anzusehen – so bleibt bei einem Lebewesen das 
Genom zeitlebens gleich, das Proteom hingegen kann auch physiologische 
Änderungen erfahren, z.B. durch (De)Phosphorylierungen von Proteinen, 
Enzyminduktion oder Stoffwechselwege; die Proteomanalyse kann somit als 
systematische, funktionelle Genomanalyse angesehen werden (52). 
Neben der quantitativen Analyse spielen im Rahmen der Proteomik auch 
Interaktionen zwischen Proteinen eine wichtige Rolle; das Hauptaugenmerk liegt auf 
Funktionsklärung und Identifikation einzelner Proteine – initiale Versuche sowie der 
Begriff des Proteoms gehen auf Wilkins zurück (53). 
So konnte bereits bei neurologischen Erkrankungen wie Chorea Huntington oder 
Morbus Alzheimer ein fehlerhafter Proteinaufbau in der Zelle nachgewiesen werden 
(54), (55), (56), (57), (58), (59). 
In Glioblastomen sind viele genetische Veränderungen bereits gesichert und auch 
gemäß ihrer unterschiedlichen Ausprägung mit der Prognose korreliert worden (60). 
Die Möglichkeit chromosomal induzierter proteomischer Veränderungen besteht 
somit, was weitere diagnostische sowie therapeutische Implikationen mit sich bringt. 
Geht man von einer aktiven Sekretion solcher Proteine durch die Tumorzellen aus, 
so ist es wahrscheinlich, aberrante Proteine in der Zystenflüssigkeit nachweisen zu 
können. Eine ähnliche Situation dürfte in zystischen Metastasen vorliegen – in 
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physiologischem Liquor hingegen sollten keine derartigen Veränderungen auftreten. 
Der Vergleich der Proteinzusammensetzung dieser Entitäten stellt die Aufgabe 




Entsprechend der molekularen Masse werden Proteine von Peptiden unterschieden, 
wobei diese Trennung nicht scharf gewählt ist; zumeist wird bis zu einer Größe von 
ungefähr 100 Aminosäuren von Peptiden gesprochen, darüber hinaus von Proteinen. 
Zur Katalogisierung existieren internationale Datenbanken, in denen auch die 
Proteineigenschaften mit verzeichnet werden. Unter der Internetadresse 
http://web.expasy.org/tagident/ können, beispielsweise nach Organismen geordnet, 
Proteine eines bestimmten Massenbereiches eingesehen werden. 
Als Masseneinheit wird hier die atomare Masse mit der Einheit Dalton verwendet.   
Diese Datenbanken entstanden im Rahmen globaler Vernetzung einzelner 
Arbeitsgruppen und ermöglichen heute den freien Zugang zu den gesammelten 
Erkenntnissen. Regelmäßig werden im Internet aktuelle Daten überprüft und 
eingepflegt. Viele Seiten sind dabei so gestaltet, dass auch Laien Informationen 
erhalten und sich fortbilden können. 
 
1.4.2 Protein-Analyseverfahren	
Als Analyseverfahren zur Proteinbestimmung stehen zahlreiche Methoden zur 
Verfügung: 
- 2D Gel-Elektrophorese: hierbei werden Proteine zweidimensional getrennt, 
zuerst entsprechend des pH-Wertes, nachfolgend entsprechend ihrer 
Größe in einem elektrischen Feld. Eine nachfolgende Färbung mit 
Fluoreszenzfarbstoffen oder (radioaktiven) Isotopen erlaubt sodann die 
nähere Bestimmung.  
- Western Blot: Nach erfolgter Elektrophorese werden die Proteine auf 
Trägermembranen aufgebracht („blotting“). Entsprechend der 
Beschaffenheit der Membran erfolgt sodann die Auftrennung gemäß 
hydrophober / polarer oder ionischer / polarer Wechselwirkungen. Eine 
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Visualisierung der Proteinbanden kann mit Farbstoffen erfolgen, eine 
spezifische Detektion wird durch Antikörper möglich. 
- ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: hier erbringt eine 
enzymvermittelte Farbreaktion den Nachweis. Zumeist als Sandwich-
Methode verwandt, wird ein Antikörper-Antigen-Antikörper-Komplex 
generiert, welchem ein spezifisches Enzym angelagert ist. Durch Zugabe 
eines Chromogens tritt als Antigennachweis beispielsweise eine 
Chemolumineszenz auf. 
- Proteinsequenzierung: Hier werden Proteine / Peptide z.B. durch  
Elektrospray-Ionisation ionisiert. Das hierdurch entstehende, hoch positive 
Potential führt zum Zerfall des Proteins beim Eintritt ins Vakuum eines 
Massenspektrometers. Die Einzelmassenpeaks bilden ein 
Fragmentspektrum, welches analysiert wird; somit können anhand 
entsprechender Datenbanken Rückschlüsse auf die Proteinsequenz 
gezogen werden. 
- Sequenzierung durch sequentiellen Verdau – „Edman-Abbau“: Durch 
Einsatz von Phenylisocyanat kann die N-terminale Aminosäure vom Peptid 
/ Protein abgespalten und nachfolgend analysiert werden. Somit kann in 
mehreren Einzelschritten die Aminosäurensequenz bestimmt werden. Da 
bei jedem Einzelschritt durch unerwünschte Abspaltungsprodukte ein 
zunehmendes Rauschen entsteht, ist diese Methode jedoch auf ca. 50 
Zyklen limitiert.   
- Immunhistochemie: Im Rahmen einer Antigen-Antikörper-Reaktion kann 
ein Protein im histologischen Schnitt nachgewiesen werden. Die Bindung 
eines Antikörpers an sein entsprechendes Antigen kann mit einer Färbung 
ähnlich der ELISA-Technik die intrazelluläre Darstellung des Proteins 
erbringen.  
- Pull-Down-Assay: Ein Köderprotein (bait, z.B. Antikörper gegen das 
gesuchte Protein) ist über ein Fusionsprotein an eine Festphasen-Matrix 
gebunden. Das in Lösung befindliche Beuteprotein (prey) verbindet sich mit 
seinem Köder, bleibt an der Festphase hängen und kann somit durch 
Eluierung aus seiner eigentlichen Lösung „herausgezogen“ (pull-down) 
werden. Anschließend wird das Fehlen des prey-Proteines im Eluat 
massenspektrometrisch nachgewiesen. 
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Die folgenden massenspektrometrischen Untersuchungen basieren auf Desorption 
bzw. Ionisation der Analytmaterialien: 
1.4.3 MALDI	TOF	
Diese Bezeichnung steht für Matrix Assisted Laser Desorption / Ionisation – time of 
flight. Der zu untersuchende Analyt wird hierbei mit einer sogenannten Matrix 
überdeckt, welche eine Kokristallisation der beiden Komponenten herbeiführt.   
Die Matrix besteht aus kleinen organischen Molekülen, welche zugeführte Energie 
stark absorbieren. Die Energiezufuhr erfolgt beim MALDI per Laser (typischerweise 
Stickstofflaser 337,1nm), dessen Energie entsprechend der Eigenschaften von 
Matrix und Analyt stufenweise angepasst werden kann. Es kommt nach 
Laserbeschuss und anschließender Relaxation zur Ablösung von Teilchen 
(Desorption) von der Oberfläche des Kristalls. Diese werden, entsprechend ihrer 
Masse und Ladung (Ionisation), in einer Vakuumröhre durch ein elektrisches Feld auf 
unterschiedliche Geschwindigkeiten beschleunigt. Die unterschiedlichen Flugzeiten 
(time of flight) ermöglichen somit den Rückschluss auf die verschiedenen 
Molekulargewichte. Die elektrischen Signale, die beim Aufprall auf die Elektrode / 
den Detektor entstehen, werden als einzelner Peak registriert. Abbildung 5 zeigt das 
schematisierte Funktionsprinzip einer MALDI-TOF Röhre gemäß (61). 
 
 
Abbildung 5 - schematisiertes Funktionsprinzip eines MALDI-TOF Gerätes (61): Auf dem Probenträger (Target, 1) 
aufgetragene Proben werden mit dem Laser (2) beschossen, was zur Ablösung der Proteine / Peptide aus der 
Matrix führt (3). In der Vakuumröhre (5) werden Proteine mit niedrigerem m/z (7) stärker beschleunigt als solche 
mit höherem m/z (8). Somit ergeben sich unterschiedliche Flugzeiten (time of flight) bis zum Auftreffen auf den 
Detektor (6)    
 
Da verschiedene Ladungszustände eines Moleküls möglich sind, kann ein Teilchen 
unterschiedlich stark beschleunigt werden (ein doppelt geladenes Teilchen fliegt 
schneller als ein einfach geladenes) und somit zu mehreren Peaks führen; deswegen 
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gibt die Abszisse des Spektrums das Masse-zu-Ladungs-Verhältnis (m/z) wieder. Zur 
Kalibrierung stehen standardisierte Sets zur Verfügung, welche spezifische Proteine 
bekannten Molekulargewichts und definierter Ladung enthalten.  
Die sich so ergebende Aufteilung wird als Kurve („Messkurve“) der Intensität über 
das Masse-zu-Ladungs-Verhältnis (m/z) aufgetragen (Abb. 6) 
Für die Ladung z=1 kann aus der Abszisse das Molgewicht des Peptids in Dalton 
abgelesen werden. 
 
Abbildung 6 - Beispielbild eines MALDI-TOF Spektrums (Probe 97) 
Da eine einzelne Laseraktivierung („Schuss“) zumeist nicht ausreichend Material aus 
dem Kristall herauslöst, werden die Ergebnisse mehrerer Laserimpulse („Schüsse“, 
z.B. 50, wie in dieser Arbeit verwendet) zusammengefasst, aufsummiert und als 
Spektrum sodann gespeichert.  
 
Das MALDI Verfahren hat im Bereich der Lipid- und Phospholipidforschung 
quantitative Bestimmungen von Lipiden ermöglicht (62), des Weiteren auch über 
Veränderungen von Lipiden Aufschluss gegeben (63).  Bezüglich  Nutzbarkeit und  
Reproduzierbarkeit dieser Technik bei der Bestimmung von Proteinen gibt es 
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zahlreiche Berichte, insbesondere auch zur Detektion von Biomarkern 
unterschiedlicher Tumorentitäten, beispielsweise bei Brustkrebs (64), bei 
Colonkarzinomen (65) und weiteren Tumorentitäten  (66). 
Anpassungen bezüglich der Probenvorbereitung haben es ermöglicht, auch 
Liquorproben in reproduzierbarer Art und Weise der MALDI-TOF Messung 
zugänglich zu machen (67); auch zur Detektion einer bakteriellen Besiedelung des 
Liquors konnte diese Untersuchungsart bereits erfolgreich herangezogen werden 
(68). 
Ein Vorteil des MALDI Prinzips besteht in der geringen Probenmenge, die für eine 
Untersuchung benötigt wird. Kann diese direkt auf den spezifischen Probenträger 
des MALDI-TOF-Gerätes (das Target) aufgebracht werden, so genügt 1µL. 
Ansonsten ist der Probeneinsatz abhängig von der Art der Aufbereitung, liegt aber 
zumeist bei einer Menge von deutlich unter 50µL. Im Vergleich mit dem Western Blot 
lassen sich somit auch kleinste Proteinmengen, wie z.B. aus Tumorzystenproben 
noch bestimmen, bei denen die Menge der intraoperativ erhältlichen Flüssigkeit des 
Öfteren nicht einmal 1mL erreicht.  
Schwierigkeiten in der Messung von Proben können allerdings auftreten, wenn sich 
Verunreinigungen oder eine hohe Konzentration unterschiedlichster gelöster Stoffe 
im Analysematerial finden.  
1.4.4 SELDI	TOF	
Die Surface-enhanced laser desorption / ionization nutzt im Unterschied zum MALDI-
TOF spezifische Trägerchips, welche eine Proteinbindung direkt an der Oberfläche 
ermöglichen. Im Rahmen eines Waschvorganges werden Verunreinigungen und 
ungebundene Proteine entfernt, während die Bestandteile von Interesse auf dem 
Chip verbleiben. Auch hier erfolgt nach Beschuss mittels Laser die Auftrennung der 
Proteine in einer Vakuumröhre. Halbautomatisierte Verfahren ermöglichen hierbei 
einen hohen Probenumsatz. Durch Wahl der Festphasen-Matrix des SELDI-Chips 
können in einem gewissen Maße die Größe der Proteine, und beispielsweise polare 
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2. Problemstellung	
 
Die hier vorliegende Dissertation nimmt im theoretischen Teil Bezug auf eine 
Tumorzystenanalyse mittels SELDI-TOF, die im Rahmen einer vorangegangenen 
Promotionsarbeit der neuroonkologischen Arbeitsgruppe entstanden war (44). Eine 
ausführliche Literaturrecherche widmet sich potentiellen Tumorsuppressorproteinen, 
die aus den Ergebnissen des SELDI-TOF Verfahrens ermittelt werden können.  
Da wichtige Komponenten des SELDI-TOF wie beispielsweise Targetchips und 
Elutionspuffer nicht mehr kommerziell erhältlich sind, bestand zur Fortführung der 
Untersuchungen die Notwendigkeit, ein Alternativverfahren zu etablieren. Zur 
Messung neuer Zystenproben wurde somit MALDI-TOF angewendet. 
Im experimentellen Teil wird ein eigenes MALDI-TOF-Protokoll neu erarbeitet, um 
Liquorproben und Tumorzystenproben reproduzierbar massenspektroskopisch 
untersuchen zu können. Anschließend werden die Ergebnisse der beiden Verfahren 
verglichen; diese Erkenntnisse sollen es ermöglichen, die folgenden Fragen zu 
beantworten: 
 
1. Bietet die MALDI-TOF-Analyse von Glioblastomzysten im Vergleich zur 
SELDI-TOF-Analyse eine ähnliche Anwendbarkeit und eine vergleichbare 
Ergebnisstruktur?   
2. Kann die MALDI-TOF-Analyse auch auf Zysten in Gehirnmetastasen 
angewendet werden? 
3. Lassen sich die Liquor-Proteinbanden, die weder in zystischen Glioblastomen, 
noch in zystischen Gehirnmetastasen zu finden sind, bestimmten Proteinen 
mit Tumorsuppressor–Funktion zuordnen? 
4. Ist es möglich, eine Tumorsignatur der MALDI-Spektren zu ermitteln, in dem 
Sinne, dass bei Vorliegen einer dezidierten Bandenkombination in der 
Zystenflüssigkeit auf das Ursprungsgewebe zurückgeschlossen werden kann? 
Könnte somit eine Unterscheidung zwischen Glioblastomen und Metastasen 
oder gar zwischen den Primarien unterschiedlicher metastasierender 
Grunderkrankungen gelingen? 
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3. Material	und	Methoden	
3.1 Materialliste	
Tabelle 3 – Materialliste 
Bruker Autoflex mit 
Ground Steel 384 Target 
Massenspektrometer mit 
Probenträger 
Bruker Flex Control Steuerungsprogramm des Autoflex 
Bruker Flex Analysis Auswerteprogramm 
Bruker HIC-8 Kit Magnetic beads mit hydrophober 
Chromatographie 
Bruker WCX Kit Magnetic beads mit schwachem 
Kationenaustausch 
Alpha-cyano-4 hydroxycinnamic acid 
(HCCA) 
Zimtsäure als Matrix gelöst in 50:50 
ACN : TFA 0,1% 
3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid Sinapinsäure als Matrix 




insbesondere für Proteine geeignet 
TRIS Puffer pH 6,8 Puffer zur Verdünnung der Proben vor 
Aufreinigung 
Microsoft Office Excel Tabellenkalkulation 




Im Rahmen der dieser Arbeit vorangegangenen SELDI-TOF-Analyse (44) war im 
Vergleich von GBM-Zystenproben mit Kontroll-Liquor das signifikant unterschiedliche 
Auftreten einiger Peaks gezeigt worden. Es präsentierten sich Molekulargewichte, 
welche nur im Tumor vorkommen und solche, die sich nur im Liquor nachweisen 
ließen.  
Unter der Annahme, dass Peaks, die sich nur im Liquor finden, Proteinen 
entsprechen, die bei der Tumorgenese verlorengegangen sind, könnten unter diesen 
Banden Zellzyklus-regulierende Proteine sein, die einer Tumorentstehung 
entgegenwirken.  
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Um solche möglichen Tumorsuppressoren genauer einzugrenzen, wurden in der 
Datenbank Expasy.org (Abbildungen 7 und 8) zu den jeweiligen SELDI-TOF 
Molekulargewichtsbanden (m/z) die potentiell korrespondierenden Proteine 
recherchiert. 
Hierzu wurden im pH Bereich zwischen 2,45 und 12,45 mit einer Ungenauigkeit von 




Abbildung 7 - Eingabemaske Expasy.org-TagIdent 
 
Tabelle 4 - Im TagIdent tool recherchierte Bandengrössen, die entsprechend der SELDI-TOF Analyse (44) 
signifikant häufiger im Liquor nicht-tumorerkrankter Patienten vorkommen als in Glioblastom-Zystenflüssigkeiten 
m/z      
 3.892 6.799 6.846 6.888 6.911 
 6.936 7.647 11.571 11.679 13.687 
 13.737 13.775 13.821 13.879 14.006 
 22.884 26.687 34.268 40.051 67.937 
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Abbildung 8 - Ergebnisfenster Expasy.org, beispielhaft für m/z = 6.799 
 
 
Hieraus wurde eine primäre Liste möglicher Proteine angefertigt, welche initial 792 
Proteine umfasste. Ein Auszug der Primärliste mit jeweils 5 Proteinbeispielen pro 
Bande ist in Anhang 1 dargestellt (Seite 94ff). Der Notwendigkeit einer weiteren 
Eingrenzung der Ergebnisse bei dieser hohen primären Anzahl wurde durch die 
folgenden Kriterien nachgekommen (3.2.1 bis 3.2.3): 
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3.2.1 Evidenzlevel	(gemäß	der	Internet	Datenbank	UniProt)	
Diese Einteilung bezieht sich auf Nachweise, die die Existenz des hinterlegten 
Proteins stützen: 
 
1 = Evidence at protein level 
Hier gibt es klare experimentelle Hinweise für die Existenz des Proteins, wie z.B. 
teilweise oder vollständige Edman Sequenzierung, eindeutige Identifikation mittels 
Massenspektrometrie, Röntgen- oder Kernspinresonanzspektroskopie, 
hochqualitative Protein-Protein-Interaktion oder Detektion des Proteins durch 
Antikörper.  
 
2 = Evidence at transcriptional level 
Hier findet sich kein direkter Nachweis des Proteins - allerdings weisen 
Expressionsuntersuchungen (cDNA(s), PCR oder Northern blot) auf die Existenz 
eines Transkriptes hin. 
 
3 = Inferred from homology 
Hier wird die Existenz eines Proteins als wahrscheinlich angesehen, da eindeutige 
Orthologien in einer eng verwandten Spezies oder zu ähnlich gebauten Proteinen mit 
bekannter Funktion bestehen. 
 
4 = predicted 
„vorausgesagt“, hier findet sich keine Evidenz entsprechend der drei obigen Kriterien 
 
5 = uncertain  
Die Existenz des Proteins ist unsicher. 
 
Zur Reduktion der Kandidatenzahl wurden Proteine, welche nicht der Gruppe 1 oder 
2 angehörten, in der Aufarbeitung nicht weiter verfolgt. 
 
3.2.2 Proteincharakteristika	
Des Weiteren wurden folgende Gesichtspunkte notiert: 
- Funktion  
- Chromosomen-Lokalisation der jeweiligen genomischen Abschnitte 
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- Protein sezerniert? (ja/nein) 
- Protein in der Zellmembran lokalisiert? (ja/nein) 
- Anzahl der Aminosäuren 
 
3.2.3 Schlagwortbezogene	Literatursuche	
Zur weiteren Selektion erfolgte dann eine Suche in Pubmed, wobei der 
entsprechende Proteinname bzw. Kurzname in einer AND- Suchanfrage mit 




3. brain tumor 
4. cerebrospinal fluid 
 
Es wurde für hinreichend viele Publikationen, welche einen Zusammenhang des 
Kandidatenproteins mit je einem der o.g. Stichwörter widerspiegelten, ein Punkt 
vergeben. Dies ergab somit einen Score von 0 bis 4. Zur weiteren Betrachtung 
wurden nun die Proteine ausgeschlossen, bei denen sich das Ergebnis zwischen 0 
und 2 bewegte. 
 
Mittels der obigen Kriterien konnte die umfangreiche initiale Kandidatenliste deutlich 
eingegrenzt werden, die somit auf 54 Kandidatenproteine reduzierte Liste ist 





Die Probenentnahme erfolgte im Rahmen der operativen Intervention an der 
Neurochirurgischen Universitätsklinik Leipzig (Genehmigter Ethikkommissionsantrag 
Nr. 330-13-18112013). Die Punktion der intrazerebralen Tumorzyste erfolgte 
ultrasonographiegestützt zu Anfang der Tumorentfernung vor Resektion solider 
Anteile. Die Menge der zur weiteren Untersuchung entnommenen Flüssigkeit 
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differierte zwischen 0,5 und 4 ml. Die Proben wurden eingefroren und im 
neurochirurgischen Forschungslabor bei -20°C gelagert. 
 
Die Vergleichsproben entstammen zwei unterschiedlichen Patientengruppen. 
Einesteils wurde Patienten, welche im Rahmen einer lumbalen Spinalkanalstenose 
einer myelographischen Untersuchung unterzogen werden mussten, Liquor per 
Lumbalpunktion entnommen. Zum Zweiten erfolgte eine Liquorentnahme bei 
Patienten, die unter  Verdacht auf Normaldruckhydrocephalus eine Lumbaldrainage 
für den diagnostisch notwendigen Liquorinfusionstest erhielten, oder operativ mittels 
VP-Shunt versorgt wurden. 
 
Nach Auftauen der Proben erfolgte eine Zentrifugation über 5 Minuten bei 1000g. Die 




Zur Etablierung eines einheitlichen und reproduzierbaren Protokolls wurden folgende 




1. Erste Messversuche erfolgten an der unverdünnten Probe, von welcher 1,5 µl 
direkt auf das Metalltarget aufgebracht wurden. Diese wurden mit 1,5µl 
4mg/ml 4-Hydroxy-1-cyano-cinnamon-acid (HCCA, gelöst in 50:50 Acetonitril 
(ACN) : Trifluoressigsäure (TFA) 0,1%) als Matrix überdeckt. 
 
2. Als erste Adaptation erfolgte eine Vorverdünnung 50:50 der Probe mit dem 
Lösemittel (50:50 Mischung ACN : TFA 0,1%). Von der verdünnten Probe 
wurden wiederum 1,5µl auf das Target aufgebracht und mit 1,5µl der o.g. 
HCCA-Matrix überdeckt.  
 
3. Des Weiteren erfolgte eine Mischung 50:50 Probe mit TFA (ohne ACN) in 
erhöhter Konzentration von 2% TFA als spezielles Lösungsmittel für Proteine. 
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Auch hier wurden wiederum 1,5µl gespottet und mit 1,5µl HCCA 4mg/ml 
überdeckt.  
 
Veränderungen der Matrix wurden ebenfalls vorgenommen:  
4. HCCA Matrix mit 8mg/ml HCCA in (50:50) (ACN : TFA 0,1%) 
 
5. Versuch des Matrixwechsels auf Sinapinsäure (3,5-Dimethoxy-4-
hydroxyzimtsäure) 
 
6. Gesättigte HCCA Lösung in (50:50) (ACN : TFA 5%) 
 
Die oben genannten sechs Anpassungsschritte wurden jeweils an denselben fünf 
Proben durchgeführt – alle drei Probeentitäten (GBM, Metastase, CSF) wurden 
hierbei eingesetzt. Mit diesen sechs Verfahren war eine ausreichende 
Peakdarstellung nicht möglich, sodass in der Folge kommerziell erhältliche 




Zur Vorbereitung des Analyten stehen unterschiedliche Aufreinigungsmöglichkeiten 
zur Verfügung, welche auf magnetischer Separation mittels sogenannter magnetic 
beads basieren. Spezielle Oberflächenmerkmale dieser Magnetpartikel ermöglichen 
die Bindung von Proteinen und Peptiden: 
 
1. Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC): 
Hydrophobe Oberflächenbereiche des Analyts (i.e. des Proteins) treten mit 
den ebenfalls hydrophoben Resten der an die beads angelagerten stationären 
Phase in Wechselwirkung. 
2. Schwacher Kationenaustausch (WCX): 
Basiert auf der Trennung von Stoffen aufgrund ihrer Nettoladungen. An die 
negativ geladene stationäre Phase binden Proteine mit ihrer positiven Ladung 
(Kationen).  
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In mehreren Waschschritten können somit andere, nicht interessierende gelöste 
Stoffe und Verunreinigungen aus den Proben entfernt werden; die magnetic beads 
und die ihnen angelagerten Proteine werden durch einen externen Magneten 
zurückgehalten. Durch eine spezielle Eluierungslösung können sodann die Proteine 
aus ihren Bindungen an den Beads gelöst werden, und in einem Stabilisierungspuffer 
der weiteren Verwendung zugeführt werden. Die Aufreinigungsschritte entsprechend 
der Herstellerangaben können in den Tabellen 5 und 6 eingesehen werden; im 
weiteren Verlauf der Arbeit wurden die eingesetzten Mengen adaptiert. 
 
Tabelle 5 - Aufreinigungsprotokoll für HIC-8 magnetic beads gemäß Herstellerangaben 
Schritt  
1 20µl Probe mit 40µl Bindepuffer (BP) und 5µl HIC-8 Beads in ein PCR 
Röhrchen geben und durch Pipettieren vermischen, eine Minute abwarten  
2 Im Magnetseparator die Auftrennung abwarten (20 Sekunden) 
3 Überstand mit Pipette vorsichtig entfernen und verwerfen 
4 Röhrchen aus dem Separator entfernen 
 Waschprozess 
5 100µl Wasch-Puffer hinzufügen 
6 Röhrchen im Magnetseparator 20 Mal vor und zurück versetzen 
7 Im Magnetseparator die Auftrennung abwarten (20 Sekunden) 
8 Überstand mit Pipette vorsichtig entfernen und verwerfen 
 Schritte 5 bis 8 noch zweimal wiederholen 
9 Zur Eluierung der gebundenen Peptide und Proteine, 10µl Elutionspuffer 
(EP) (50% ACN) beifügen und durchmischen 
10 Im Magnetseparator die Auftrennung abwarten (30 Sekunden) 
11 Elutionspuffer mitsamt aufgereinigten Peptiden / Proteinen in ein frisches 
Röhrchen transferieren 
 Weiterverwendung zur Messung 
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Tabelle 6 - Aufreinigungsprotokoll für WCX magnetic beads gemäß Herstellerangaben 
Schritt  
1 10µl Bindepuffer (BP) mit 5µl Probe und 10µl WCX Beads in ein PCR 
Röhrchen geben und durch Pipettieren vermischen, fünf Minuten abwarten 
2 Im Magnetseparator die Auftrennung abwarten (1 Minute) 
3 Überstand mit Pipette vorsichtig entfernen und verwerfen 
4 Röhrchen aus dem Separator entfernen 
 Waschprozess 
5 100µl Wasch-Puffer hinzufügen 
6 Röhrchen im Magnetseparator 10 Mal vor und zurück versetzen 
7 Im Magnetseparator die Auftrennung abwarten (1 Minute) 
8 Überstand mit Pipette vorsichtig entfernen und verwerfen 
 Schritte 5 bis 8 noch zweimal wiederholen 
9 Zur Eluierung der gebundenen Peptide und Proteine, 5µl Elutionspuffer (im 
Set enthalten) beifügen und durchmischen (10 Mal auf und ab pipettieren) 
10 Im Magnetseparator die Auftrennung abwarten (2 Minuten) 
11 Elutionspuffer (EP) mitsamt aufgereinigten Peptiden / Proteinen in ein 
frisches Röhrchen transferieren 
12 5µl Stabilisierungspuffer (SP) beifügen und intensiv durchmischen 
 Weiterverwendung zur Messung 
 
Massenspektrometrische / MALDI-TOF basierte Voruntersuchungen an 
Liquorproben, durchgeführt von Brügel et al., hatten eine verbesserte Darstellbarkeit 
von Massenpeaks gezeigt, wenn jeweils im Schritt 1 eine erhöhte Menge an Substrat 
(Probe) und Bindepuffer verwendet wurden (67), so dass zur Ermittlung des 
abschliessenden Protokolls der vorliegenden Arbeit auch 30µl 
Probenausgangsvolumen eingesetzt wurden (Tabelle 14, Kapitel 4.2.2). 
Des Weiteren wurden für die Aufreinigung unterschiedliche Verdünnungen des 
Substrates eingesetzt. Neben Verwendung der unverdünnten Probe wurden mittels 
0,5M TRIS-Puffer (pH 6,8) Verdünnungen von 1:5 und 1:10 hergestellt.  
Insofern ergaben sich 12 unterschiedliche Aufbereitungsansätze, entsprechend 
Herstelleranleitung, sowie gemäß der von Brügel vorgeschlagenen Variante mit 
erhöhter Substratmenge, bei den jeweiligen Verdünnungsstufen, s. Tabelle 7. 
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Tabelle 7 - Verdünnungsreihen der Proben in TRIS-Puffer: in der linken Spalte gemäß Protokoll der 
Herstellerfirma Bruker Daltonics, in der rechten adaptiert entsprechend (67)  
HIC-8 20µl Probe / 40µl Bindepuffer / 
5µl magnetic beads 
30µl Probe / 60µl Bindepuffer / 
5µl magnetic beads 
 Nativ 1:5 1:10 Nativ 1:5 1:10 
WCX 5µl Probe / 10µl Bindepuffer / 
10µl magnetic beads 
30µl Probe / 60µl Bindepuffer / 
10µl magnetic beads 
 Nativ 1:5 1:10 Nativ 1:5 1:10 
 
 
Um ein geeignetes Aufreinigungsverfahren zu bestimmen und schlussendlich auf die 
Gesamtheit der Proben anwenden zu können, wurden alle 12 oben genannten 
Ansätze anhand zweier Glioblastomproben sowie zweier Vergleichsliquores 
untersucht und bewertet. 
Das auf diese Art und Weise bestimmte optimale Aufreinigungsverfahren beinhaltet 
die WCX-Aufreinigung mit 30µl Probenvolumen, Einsatz der Zystenflüssigkeit 1:5 
verdünnt und Liquor unverdünnt. Die detaillierte Darstellung des Protokolls ist im 
Ergebnisteil unter Kapitel 4.2.2 in Tabelle 14 niedergelegt. Die Aufreinigung wurde 
sodann auf die Gesamtheit der Proben angewendet, wobei stets mindestens vier und 
höchstens acht Proben in einer Sitzung bearbeitet wurden. 
3.3.3 Messverfahren	
3.3.3.1 Kalibrierung	
Die Kalibrierung des Massenspektrometers erfolgte mittels eines Peptid / Protein 
Calibration Standards der Firma Bruker; die Eichpeptide / Proteine sind in Tabelle 8 
ersichtlich. 
Nach dem Spotten des Eichstandards und Erstellen eines entsprechenden 
Eichspektrums wurden die jeweiligen m/z-Werte für die Software referenziert.  
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Tabelle 8 - Eichproteine gemäß des Calibration Standards der Firma Bruker 





Cytochrom C 12360.97 
 
Das Auftragen der Proben (sog. „Spotten“) erfolgte auf ein Ground-Steel 384 Target 
der Firma Bruker, siehe Abbildung 9 (69).  
 
 
Abbildung 9 - Ground Steel Target der Firma Bruker Daltonics; Foto aus (69). Die Auftrageorte (Spots) sind durch 
die Kreise gekennzeichnet, es stehen auf einem Target 24 x 16 = 384 Spots zur Verfügung. 
 
Da sich im Rahmen der Vormessungen bessere Ergebnisse bei kleiner Proben- und 
Matrixmenge gezeigt hatten, wurde 1µl der aufgereinigten Probe nach Eintrocknen 
auf dem Target mit 1µl der Matrix 4-hydroxy-1-cyano-Zimtsäure (4mg HCCA auf 1ml 
50% Acetonitril in 0,1% Trifluoressigsäure) überdeckt. 
 
Die Massenspektrometrie erfolgte an einem MALDI-TOF Gerät Autoflex der Firma 
Bruker. Im jeweiligen Auftrageort („Spot“) der Analyt-Matrix-Mischung wurden 10 
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verschiedene Punkte ausgewählt und mit dem Laser beschossen; pro Punkt wurde 






Nach einer Salve von 50 Laserimpulsen erfolgte eine Beurteilung des Spektrums 
durch den Untersucher. Stellte sich eine klare Messkurve mit scharf 
abgrenzbaren Peaks gegenüber der horizontalen Nulllinie (Baseline) dar, so 
wurde das Spektrum zur weiteren Auswertung gespeichert. Insgesamt wurden die 
Ergebnisse von zehn Messvorgängen summiert, entsprechend einer 
Gesamtanzahl von 500 Laserimpulsen. 
Die zehn Messkurven wurden dann mit dem Auswerteprogramm FlexAnalysis der 
Firma Bruker gemittelt und geglättet um anschließend die einzelnen Peaks von 
Hand durch den Untersucher markieren zu können (englisch: "labeln").   
 
3.3.3.2.2 Automatisierte	Überprüfung:	
Zur Verifikation des manuellen Vorgehens erfolgte eine automatisierte 
Nachmessung, bei der die Laserimpulse mittels eines centroiden Algorithmus auf 
den Matrixspot verteilt werden. Hierfür wurde der bei Glioblastomproben am 
häufigsten detektierte Peak (6433 +/- 3 Dalton) ausgewählt. Für jede GBM-Probe, 
welche in der manuellen Messung einen Peak bei 6433 aufwies, wurden die 
Detektionsparameter so angepasst, dass dieser automatisiert erkannt werden 
konnte. Diese Parameter waren: 
- Signal-Rausch-Verhältnis 
- Peak-Breite 
- Prozentuale Höhe des Peaks 
Als Zielgröße wurde die automatisierte Wiederfindungsrate herangezogen. 
 
3.3.3.3 Auswertung	
Die geräteseitige tabellarische Auswertung der gelabelten Peaks wurde in ein 
Tabellenverarbeitungsprogramm exportiert und die Banden wurden gemäß ihrer 
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relativen Intensität (größter Peak = Intensität 1) sortiert (siehe Beispiel in Tabelle 9). 
Zunächst wurden von jeder Probe die 10 Peaks mit den höchsten relativen 
Intensitäten bestimmt („TOP10“). Innerhalb jeder der drei Diagnosegruppen (GBM, 
Metastase, Liquor) wurde dann eine Liste der am häufigsten in den „Top10“ 
auftretenden Peaks erstellt („Nhöchste“), die schließlich diagnoseübergreifend 
einander gegenübergestellt wurden. 
 
Bei der Gegenüberstellung wurde davon ausgegangen, dass Bandengrössen, die 
weniger als +/- 0.3% auseinanderliegen, von ein und demselben Protein stammen, 
da dies der Messungenauigkeit der Methodik beim Bestimmen von Proteingrössen 
entspricht. Somit konnte ermittelt werden, wie häufig eine Bande in einer 
Diagnosegruppe vorkommt. Die Unterschiede der Häufigkeiten pro Gruppe wurden 
dann mittels Vierfeldertafel auf statistische Signifikanz überprüft. 
 
Für die am häufigsten aufgetretenen Peaks erfolgte eine Nachbetrachtung der 
ursprünglichen tabellarischen Auswertung, ob sich diese mit niedrigerer Intensität als 
in den jeweiligen „Top10“ in weiteren Proben zusätzlich auffinden ließen. Somit 
konnte der Prozentsatz positiver Proben in einer Diagnosegruppe für die häufigsten 
Peaks ermittelt werden. 
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Tabelle 9 - exemplarische Rohdaten-Liste einer Probe 97– entnommen aus dem FlexAnalysis Programm, sortiert 
nach relativer Intensität (rel. Intens). m/z = Verhältnis von Masse zu Ladung. Intens. = absolute Intensität. SN = 
Signal-Rausch-Verhältnis. Res. = Auflösung. FWHM = Halbwertsbreite 
 
  
m/z Intens. SN Quality Fac.Res. Area Rel. Intens.FWHM
4961,795 979,2424 104,3227 39435,42 508,2883 9870,759 1 9,761773
4035,923 876,2376 93,34914 17968,92 433,619 6194,306 0,894812 9,307533
5207,79 843,4955 89,86099 15462,44 480,1002 6450,99 0,861376 10,8473
4564,723 789,6239 84,12183 31327,44 518,7776 7253,95 0,806362 8,798997
3854,551 734,7281 78,27356 17200,78 430,1251 4972,393 0,750303 8,961463
7560,677 671,5478 71,54271 18846,03 545,382 7464,688 0,685783 13,86309
3428,296 629,4054 67,05311 8163,884 389,047 3425,735 0,642747 8,812037
6315,228 614,2856 65,44234 26295,49 592,5581 7006,15 0,627307 10,65757
1307,901 533,7912 56,86694 5442,612 213,5981 1754,007 0,545106 6,123188
3327,543 524,443 55,87103 13198,18 426,0562 3221,225 0,53556 7,810105
4817,032 480,9727 51,23997 9002,284 600,4837 3008,983 0,491168 8,021919
5668,653 381,4807 40,64068 13693,15 594,8348 3728,369 0,389567 9,529795
15121,89 381,3105 40,62256 4130,102 551,9767 5143,08 0,389393 27,39588
6430,314 372,9999 39,73719 19869,68 774,5944 3836,015 0,380907 8,301524
3762,086 367,5332 39,1548 9099,924 925,3587 1681,642 0,375324 4,065543
8560,978 341,8874 36,42265 8537,848 708,6527 3683,667 0,349135 12,08064
3274,766 337,8837 35,99612 3640,702 355,8265 1763,493 0,345046 9,203268
3197,755 332,5161 35,42429 6295,151 411,2564 2128,193 0,339565 7,775576
3387,447 313,972 33,44871 2025,445 430,5802 1062,301 0,320627 7,86717
3901,741 303,2292 32,30424 7456,657 626,6195 1719,63 0,309657 6,226651
3474,717 301,0344 8,308035 360,1114 472,8852 14216,14 0,307416 7,347909
8306,07 228,3739 24,3296 2368,803 793,1001 1550,517 0,233215 10,47291
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4. Ergebnisse	
4.1 Recherche	möglicher	Tumorsuppressoren	
Die internetbasierte Datenbanksuche auf Expasy.org ergab für die 20 untersuchten 
m/z-Werte (Tabelle 4, Seite 28) insgesamt 792 Proteine. 
Ein Maximum an Proteinkandidaten mit n=125 fand sich für die Bande 34.268m/z, 
hingegen fanden sich für den Peak 3.892 lediglich n=2. 
Im Bereich der nahe zusammenliegenden Molekulargewichte zwischen 6799m/z und 
6936m/z sowie zwischen 13.687m/z und 13.879m/z traten Überschneidungen auf. 
  
Das Ausschlusskriterium „Evidenzlevel“ konnte lediglich 37 Proteine ausschließen, 
welche bis dato nicht auf Protein- oder Transkriptlevel nachgewiesen worden waren. 
Die weitere Selektion anhand der schlagwortbezogenen Pubmed-Suche konnte 
schlussendlich die Anzahl jener Proteine, welche einen Score von 3 und 4 erreichten, 
auf insgesamt n=54 reduzieren. Interessanterweise wiesen sämtliche dieser 54 
selektierten Kandidatenproteine eine Evidenz auf Proteinlevel auf. 
 
Auf den Seiten 42 und 43 sind diese 54 Proteine in Tabelle 10 genauer dargestellt: 
 
Hierbei bedeutet „PM +“ Literaturrecherche in PubMed unter Verwendung des 
Proteinnamens / Abkürzung mit  
+ brain 
+ brain tumor 
+ tumor 
+ CSF (cerebrospinal fluid)  
Bei Vorliegen relevanter Publikationen wurde dies mit 1, ansonsten mit 0 bewertet. 
Die Spalte „Summe“ ergibt sich durch Addition dieser Punkte.  
 
m/z = Molekulargewicht 
ER = endoplasmatisches Retikulum 
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Die Ergebnisse bzgl. der subzellulären Lokalisation, i.e. sezerniert, 
zellmembranständig oder z.B. Nucleus, Nucleolus oder Zytoplasma, finden sich in 
Tabelle 11. 
 
Tabelle 11 - subzelluläres Auftreten der 54 Kandidatenproteine 
Lokalisation Zellmembran sezerniert andere 
n 11 17 26 
% 20,4 31,5 48,1 
 
Die Anzahl der Aminosäuren, welche für ein Protein kodieren, bewegt sich zwischen 
61 und 837, im arithmetischen Mittel 370. 
 
Bezüglich der Lokalisation der 54 Kandidatenproteine auf den 22 Chromosomen 
bzw. x/y Gonosomen des menschlichen Genoms ergibt sich die in Tabelle 12 
dargestellte Verteilung. Das Maximum mit 7 von 54 (13,0%) ergibt sich für die 
Chromosomen 16 und 17. Die Verteilung auf kurzen Arm (p) und langen Arm (q) 
beträgt 3 zu 4 auf Chromosom 16 und 2 zu 5 auf Chromosom 17. 
Auf 7 Chromosomen (5, 7, 8, 14, 20, 21, y) entfällt kein einziger Tumorsuppressor-
Proteinkandidat.  
 
Tabelle 12 - Verteilung der Chromosomenlokation der 54 Kandidatenproteine 
Chr 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
n 5 2 3 2 0 5 0 0 2 3 4 4 
Chr 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y 
n 1 0 2 7 7 1 3 0 0 1 2 0 
 
 
Tabelle 13 zeigt die 20 per SELDI-TOF bestimmten Banden welche nur im 
Vergleichsliquor gesunder Probanden nachweisbar gewesen waren. In der mittleren 
Spalte sind die drei in der vorliegenden Arbeit ermittelten entsprechenden Größen 
der MALDI-TOF Messungen zu sehen. In der dritten Spalte sind Beispiele möglicher 
tumorsuppressiver Kandidatenproteine aufgetragen. 
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Tabelle 13 – Vergleich der SELDI-TOF Liquorbanden in Synopsis zu den in dieser Arbeit mittels MALDI-TOF 
gemessenen Liquorbanden und potentiellen Tumorsuppressor-Proteinen  




in MALDI-Untersuchung  
Beispiele möglicher 
Kandidatenproteine 
3.892  MMS 19 
6.799  DB121 
6.846  NGRN 
6.888   
6.911   
6.936 6.940  
7.647 7.650 IGF1 
11.571  APC16 
11.679  B2MG 
13.687   
13.737   
13.775   
13.821   
13.879 13.869 CDKN2A 
14.006  TNFL6 
22.884  CNTF 
26.687  ING1 
34.268   
40.051   
67.937   
 
Aus dieser Übersicht sollen im Folgenden exemplarisch 10 Kandidaten vorgestellt 
werden, welche gemäß der Literaturrecherche in Zusammenhang mit zerebralen 
Raumforderungen eventuell einen therapeutischen oder diagnostischen Ansatz 
ermöglichen könnten: 
 
1. 3.888 Da   MMS19: MMS19 nucleotid excision repair protein (Nukleus) 
MMS19 wird zur Aufrechterhaltung der Genomintegrität benötigt und ist in die DNA 
Replikation sowie die DNA Reparatur involviert (70). 
Eine induzierte Funktionsminderung wurde als onkogen beschrieben und führt  
beispielsweise zu einem erhöhten Risiko für Pankreas-Carcinome (71). 
Auswirkungen auf gliale Zellen wurden zwar noch nicht beschrieben; eine onkogene 
Wirkung bei Fehlen des MMS19 scheint aber auch hier möglich. 
 
2. 6.806 Da   DB121:  Beta-Defensin 121 (sezerniert) 
Die Familie der Beta-Defensine besteht aus einer Vielzahl von Peptiden, welche 
antimikrobielle Eigenschaften besitzen. Einzelne Berichte konstatieren ein erhöhtes 
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Gliomrisiko bei SNPs (single nucleotid polymorphisms) bezüglich der Genloci 
bestimmer beta-Defensine (72). 
 
3. 6.851 Da   NGRN: Isoform 2 of Neugrin (sezerniert) 
Eine maßgebliche Beteiligung an der neuronalen Differenzierung wird von Ishigaki et 
al. (73) vermutet. Alterationen lassen sich u.a. auch bei Neuronenerkrankungen wie 
z.B. ALS finden (74). Ob neuronale Differenzierungsstörungen oder Entartungen 
auch auf Gliom-Zelllinien Einfluss haben und somit ein mitbedingender Faktor zur 
Tumorentstehung sein können, ist noch nicht endgültig gesichert. 
 
4. 7.655 Da     IGF1: Insulin-like growth factor 1 (sezerniert) 
IGF1 ist ein in der Leber gebildetes, sodann aber im Körper ubiquitär zirkulierendes 
Polypeptid, welches als Wachstumsfaktor strukturell dem Insulin ähnelt. Der 
Nachweis des entsprechenden Proteinpeaks gelingt in der vorliegenden MALDI-TOF 
Untersuchung – anders als in der Voruntersuchung per SELDI-TOF – auch im 
Glioblastom und in Metastasenzysten. Somit ist hier weder von einer 
tumorsuppressiven, noch von einer protoonkogenen Aktivität auszugehen. Dies wird 
im Zusammenhang mit GBM auch durch Kouhkan et al. ähnlich eingeschätzt (75) .  
 
5. 11.536 Da   APC16: Anaphase-promoting complex subunit 16 (Nukleus) 
Als Anteil des Anaphase-promoting complex / Cyclosome (APC/C) ist auch APC16 in 
die Kontrolle von Mitosen und insbesondere der G1 Phase des Zellzyklus mit 
eingebunden; somit kommt APC/C eine erhebliche Bedeutung bei der 
Aufrechterhaltung der genomischen Integrität, der neuronalen Differenzierung und 
des Zellmetabolismus zu (76). 
Die Regulation des APC/C über weitere biochemische Mechanismen wie MIIP, 
Cdc20 und cyclin B1 wird mit einer Verminderung der Gliomentwicklung und des 
Gliomprogresses in Zusammenhang gebracht (77). 
 
6. 11.731 Da B2MG: beta 2 Mikroglobulin (sezerniert, Zelloberfläche) 
Beta-2-Microglobulin ist als Teil des Klasse 1 Major Histocompatibility Complex 
(MHC) für die Antigenpräsentation an das Immunsystem mitverantwortlich. Für 
Lymphome, Leukämie oder Leberzellkarzinom wird B2MG als Tumormarker in der 
klinischen Praxis bereits bestimmt. Untersuchungen bzgl. B2MG und Glioblastom 
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sind in der Literatur rar und führen zu keinem eindeutigen Ergebnis (78). Während 
die Arbeitsgruppe um Hrazdirovà (79) eine deutliche Erhöhung des B2MG Spiegels 
im Liquor bei über 74% der untersuchten Gliom-Patienten beschreibt, konnte dies in 
einer anderen Untersuchung weder in CSF, noch in Zystenflüssigkeiten von Gliomen 
oder cerebralen Metastasen  bestätigt werden (80). In tumorinfiltrierenden 
Lymphozyten konnte ein deutlicher Nachweis von B2MG sowohl bei Gliomen, als 
auch cerebralen Metastasen geführt werden (81). 
 
7. 13.903 Da   CDKN2A: Cyclindependent kinase inhibitor 2A, isoform 4 
(Nukleus) 
Der zugehörige Peak wurde sowohl mittels SELDI-TOF als auch mithilfe der 
vorliegenden MALDI-TOF Untersuchung signifikant häufiger in Liquor als in 
Glioblastomcysten nachgewiesen. Als bekannter Tumorsuppressor induziert 
CDKN2A einen Zellzyklusarrest in der G1- und der G2-Phase und kann sowohl p53-
abhängig, als auch unabhängig Apoptose herbeiführen. Ein Mangel an CDKNA2 ist 
beim höhergradigen Gliom mit einer schlechteren Prognose verknüpft (82). Eine 
Deletion erscheint beim primären Glioblastom häufiger, eine signifikante Korrelation 
mit dem Lebensalter von Glioblastompatienten fand sich aber nicht (83). 
Auffällig ist des Weiteren, dass die Bande 6.936 Da (SELDI) bzw 6.940 Da (MALDI) 
relativ genau der Hälfte der molekularen Masse dieses Peaks entspricht. Somit 
könnte es sich auch hier um CDKN2A handeln – doppelt geladen. 
 
8. 14.006 Da   TNFL6: Tumor necrosis factor ligand superfamily member 6         
(Zellmembran) 
Als Ligand am TNF-Rezeptor SF6 vermittelt TNFL6 apoptotische Signale in die Zelle. 
Erhöhte Anzahl und Aktivität am entsprechenden Rezeptor sind mit einer erhöhten 
Apoptoserate in Gliomgewebe assoziiert worden (84). 
Ein deutlich erhöhtes Gliomrisiko wurde bei Patienten beschrieben, welche mittels 
Tumornekrosefaktor-Inhibitoren behandelt werden (85). 
 
9. 22.931 Da CNTF Ciliary neurotrophic factor (Zytoplasma) 
Auch CNTF wird als bedeutender Faktor der neuronalen Entwicklung und 
Differenzierung beschrieben. In vitro konnte eine Wachstumshemmung bestimmter 
Gliom-Zelllinien durch CNTF nachgewiesen werden (86). In vivo fanden sich im 
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Rahmen einer Studie an Liquorproben insbesondere bei entzündlichen 
Erkrankungen des ZNS erhöhte CNTF Werte, wohingegen bei ZNS-Tumorpatienten 
kein sicherer Nachweis von CNTF im Liquor erbracht werden konnte (87).  
 
 
10. 26.757 Da     ING1 Isoform 4 of Inhibitor of growth protein 1 (Nukleus) 
In Verbindung mit p53 werden ING1 mediierende Funktionen bezüglich 
Zellwachstum, Zellalterung, Apoptose und Chemosensitivität zugeschrieben (88). In 
Bezug auf Hirntumore wird eine verminderte Expression insbesondere bei 
höhergradigen Gliomen angeführt (89), (90).   
 
4.2 Probenaufbereitung	
Eine erste Erkenntnis bzgl. der Unterschiede zwischen Glioblastomzystenproben 
sowie Proben aus Zysten zerebraler Metastasen und den Vergleichsproben lieferte 
bereits der optische Aspekt: Während sich physiologischer Liquor wasserklar 
präsentiert, fielen bereits Inspektion deutliche Farbunterschiede der Zystenproben 
auf. Ein heterogenes Spektrum zwischen weißlich, gelblich, rötlich bis hin zu violetten 
Farbtönen wurde beobachtet. 
Ebenso fanden sich deutliche Unterschiede in der Viskosität; vereinzelte 
Tumorproben wiesen eine erhöhte Zähigkeit auf; dies könnte beispielsweise durch 
eine größere Menge rasch zugrunde gegangener Zellen (erhöhte Nekroserate in 
schnell wachsenden Prozessen) oder auch eine vermehrte Sekretion durch den 
Tumor zurückzuführen sein. 
Somit wurde eine standardisierte Probenaufbereitung notwendig. Dies zeigte sich 
auch beim direkten Auftragen der Proben auf das Target, wodurch sich keine 
reliablen und reproduzierbaren Spektren erreichen ließen.   
 
4.2.1 Ergebnisse	der	 verschiedenen	Adaptationsversuche	Probe	 /	Matrix	ohne	weitere	
Aufreinigung	
 
Im Folgenden wird sich auf die Nummerierung / Beschreibung entsprechend 
„Verwendung und Aufreinigung der Proben“ im Kapitel „Material und Methoden“ 
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bezogen (Kap. 3.3.2, Seite 32). Die ersten Testungen, entsprechend dieses 
Absatzes, waren an insgesamt jeweils denselben fünf Proben erfolgt. 
 
Ad 1, unverdünnte Probe: Sowohl für neoplastische, als auch für physiologische 
Proben ließen sich keine verwertbaren Spektren akquirieren. Abseits mangelnder 
Peakdarstellung, fand sich darüberhinaus keine horizontale Baseline. 
 
Ad 2, vorverdünnte Probe 50:50: Die Verdünnung der Proben erbrachte keine 
Lösung dieser Problematik. 
 
Ad 3, vorverdünnte Probe mit erhöhter TFA-Konzentration: Die Aufkonzentration des 
Lösungsmittels erlaubte keine verbesserte Spektrenakquisition. 
 
Ad 4, HCCA-Matrix mit 8mg/ml: Bei einzelnen Proben ließen sich durch die 
Verwendung einer höheren HCCA Konzentration einzelne Peaks deutlicher 
darstellen, es ließ sich aber weiterhin keine ausreichende Qualität der Spektren 
erreichen. 
 
Ad 5, Sinapinsäure-Matrix:  Keine Verbesserung durch den Wechsel der Matrix auf 
Sinapinsäure.  
 
Ad 6, HCCA-Matrix gesättigt: Der Versuch einer Erhöhung der TFA-Konzentration 
innerhalb des Matrixansatzes konnte ebenso keine wegweisende Änderung 
herbeiführen. 
 
Der Einsatz unaufgereinigter, lediglich zentrifugierter Proben ermöglichte keine 
verlässlichen Messungen, unabhängig von der verwendeten Matrix, deren 
Konzentration, oder der Verdünnung der Probe. Es ist zu vermuten, dass aufgrund 
des gleichzeitigen Vorhandenseins von Salzen, Lipiden oder Zellresten in dem teils 
intraoperativ gewonnenen Material eine Spektrendarstellung mit suffizienten Peaks 
nicht erreichbar war. 
Insofern bestätigte sich die Notwendigkeit zur Aufreinigung.  
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4.2.2 Kit-basierte	Aufreinigung	
Zur Bestimmung des optimalen Aufreinigungsprocederes wurden die 
entsprechenden Adaptationen gemäß Tabelle 7 (Seite 36) zunächst an jeweils zwei 
GBM-Zystenproben sowie zwei Vergleichsliquores durchgeführt.  
 
Hierbei zeigte sich ein Vorteil beim Einsatz einer vermehrten Probenmenge sowie 
Bindepuffermenge (30µl Probe; 60µl BP) im Vergleich zum Ansatz mit 5µl Probe und 
10µl BP (WCX) bzw. 20µl Probe und 40µl BP (HIC-8). Hierdurch konnten die Anzahl 
der nachgewiesenen Peaks sowie deren Trennschärfe verbessert werden. 
Von den zwei unterschiedlichen Aufreinigungskits lieferte die Methode des 
schwachen Kationenaustausches (WCX) gegenüber der hydrophoben 
Interaktionschromatographie (HIC-8) verlässlichere Ergebnisse. 
 
Die Vorverdünnungen ergaben einen Unterschied bezüglich der verwendeten 
Probenarten: 
 
- Neoplastische Proben (sowohl hirneigen, als auch metastatisch) konnten am 
besten massenspektrometrisch vermessen werden, wenn diese vor Beginn 
der Aufreinigungsprozedur 1:5 mit TRIS Puffer pH 6,8 verdünnt worden 
waren. 
- Liquorproben nicht tumorerkrankter Probanden ergaben unverdünnt die 
besten Ergebnisse. 
 
Zusammengefasst ergab sich somit als optimale Aufreinigung: 
 
1. Tumorproben (unabhängig von der Entität des zugrundeliegenden 
neoplastischen Grundleidens): 
Initiale Verdünnung der Probe 1:5 mit TRIS Puffer, Verwendung WCX-
Kit, hierbei Einsatz von 30µl verdünnter Probe mit 60µl Bindepuffer 
 
2. Physiologischer Liquor: 
Unverdünnte Probe, Verwendung WCX-Kit, hierbei Einsatz von 30µl 
Probe mit 60µl Bindepuffer 
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Somit lässt sich der Ablauf von der operativen Abnahme der Zystenflüssigkeit bis zur 
Messung im MALDI-TOF Massenspektrometer wie folgt zusammenfassen (Tabelle 
14): 
 
Tabelle 14 - endgültiges Verfahrensschema zur Aufreinigung der Proben 
 Probenentnahme und Lagerung 
1 Operative Probenakquise / Lumbalpunktion 
2 Kryokonservierung bei -20°C 
3 Auftauen und Zentrifugation 5 Minuten bei 1000g 
4 Abpipettieren des Überstandes und Aufteilung in Aliquots, Re-
Kryokonservierung bei -20°C 
 Probenvorbereitung 
5 In Vorbereitung zur Aufreinigung langsames Auftauen eines Aliquots bei 
Zimmertemperatur 
6 Zystenproben GBM oder Metastase: 
Verdünnung der Probe 1:5 mit 0,5M TRIS Puffer pH 6,8 
(Vergleichsliquorproben unverdünnt belassen) 
7 60µl Bindepuffer mit 30µl Probe und 10µl WCX Beads in ein PCR Röhrchen 
geben und durch Pipettieren vermischen, fünf Minuten abwarten 
8 Im Magnetseparator die Auftrennung abwarten (1 Minute) 
9 Überstand mit Pipette vorsichtig entfernen und verwerfen 
10 Röhrchen aus dem Separator entfernen 
 Waschprozess 
11 100µl Wasch-Puffer hinzufügen 
12 Röhrchen im Magnetseparator 10 Mal vor und zurück versetzen 
13 Im Magnetseparator die Auftrennung abwarten (1 Minute) 
14 Überstand mit Pipette vorsichtig entfernen und verwerfen 
 Schritte 11 bis 14 noch zweimal wiederholen 
15 Zur Eluierung der gebundenen Peptide und Proteine, 5µl Elutionspuffer beifügen 
und durchmischen (10 Mal auf und ab Pipettieren) 
16 Im Magnetseparator die Auftrennung abwarten (2 Minuten) 
17 
 
Elutionspuffer mitsamt aufgereinigten Peptiden / Proteinen in ein frisches 
Röhrchen transferieren 
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18 5µl Stabilisierungspuffer beifügen und intensiv durchmischen 
19 Spotten von 1µl stabilisierter Probe auf das Ground Steel Target, lufttrocknen 
lassen 
20 Überdecken mit 1µl Matrix: 4mg HCCA auf 1ml 50% ACN in 0,1% TFA, 
Kokristallisation abwarten 




Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde diese endgültige 
Aufreinigungsprozedur an 25 Glioblastomproben, 15 Metastasenproben und 22 
Vergleichsproben eingesetzt, um die Proben nachfolgend der MALDI-TOF Messung 
zuzuführen. 
 
Tabelle 15 – diagnostische Untergruppen der drei untersuchten Entitäten  
Glioblastom Erstdiagnose (ED) Rezidiv Gliosarkom (ED) 
25 16 8 1 
Metastasen Lunge Haut Lymphom Ovar Urothel Niere Chorion 
15 6 3 2 1 1 1 1 
Vergleichsliquor Hydrocephalus Spinale Stenose andere 






Es wurden 25 Glioblastome, 15 Metastasenproben und 22 CSF-Proben, in Summe 
somit 62 Proben untersucht. Hierin fanden sich pro Probe durchschnittlich 18,7 (3 bis 
34) Peaks bei Glioblastomen; 19,1 (12 bis 27) Peaks bei Metastasen und 21,1 (13 
bis 30) Peaks bei den Vergleichsproben. Abbildung 10 zeigt die Anzahl der Peaks 
pro Probe: die Spannweite beträgt von 3 Peaks bis hin zu 34 Peaks, wobei diese 
Grenzwerte, ebenso wie auch die Werte unter 10 Peaks pro Probe, nur einmalig 
auftreten. Der Median liegt bei 20 Peaks, das arithmetische Mittel bei 19,6 Peaks. 
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Abbildung 10 - Peakanzahl der einzelnen Proben 
Abbildung 11 präsentiert ebenfalls die Zahl der Peaks pro Probe, zusätzlich mit 
Aufteilung in die drei Diagnosegruppen. Es fällt auf, dass sowohl der niedrigste (n=3), 
als auch der höchste Wert (n=34) in der Gruppe der Glioblastome auftritt. Mit einer 
Differenz (D) von 31 zwischen höchstem und niedrigstem Wert ist somit diese 
Gruppe deutlich inhomogener als die der Vergleichsgruppe mit D=17. Dies trifft auch 
auf die Gruppe der Metastasen mit D=15 zu, wobei die geringere Anzahl an 
Metastasenproben (n=15) im Vergleich zu GBM (n=25) und CSF (n=22) mit 
berücksichtigt werden muss.  
Diese Unterschiede unterstützen die Vermutung, dass der Proteinhaushalt von 
Tumoren gegenüber gesundem Gewebe deutlich verändert ist. Allerdings ist zudem 
davon auszugehen, dass Zerfallsprodukte oder Zellbestandteile und abgestorbene 
Zellen die massenspektrometrische Messbarkeit der Zystenflüssigkeiten 
verschlechtert hat. Insofern kann nicht sicher ausgeschlossen werden, dass es sich 
bei den Proben mit sehr niedriger Peakanzahl um Artefakt-gestörte Messungen 
gehandelt hat. 
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Abbildung 11 - Peakanzahl der einzelnen Proben gestaffelt nach Diagnosegruppen 
 
Aufgrund der hohen Menge von Peaks in den meisten Proben wurde entschieden, 
pro Probe, und dann pro Diagnosegruppe die 10 Peaks mit den jeweils höchsten 
relativen Intensitäten zur näheren Auswertung heranzuziehen.  
 
4.3.1 Häufigkeit	der	intensitätsstärksten	Peaks	bei	Glioblastomen	
Die nachstehende Tabelle gibt für die 25 Glioblastom-Zystenproben wieder, wie oft 
die relative Intensität des betreffenden Proteinpeaks sich unter den höchsten 
relativen Intensitäten einer Probe befand („N höchste“).  
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Tabelle 16 - Die am häufigsten beobachteten Peaks der 25 Glioblastomproben 
m/z in Dalton Anzahl Proben (N höchste) (%) von 25 
6.433 14 56,0 
6.632 10 40,0 
4.965 9 36,0 
2.660 8 32,0 
5.867 8 32,0 
8.565 8 32,0 
1.865 7 28,0 
7.560 7 28,0 
3.476 6 24,0 
3.854 6 24,0 
4.419 6 24,0 
4.820 6 24,0 
11.725 6 24,0 
 
(Nota bene: Aufgrund des mehrfachen Auftretens 6 positiver Proben pro Peak sind in der GBM-
Tabelle mehr als 10 höchste Peaks verzeichnet.) 
4.3.2 Häufigkeit	der	intensitätsstärksten	Peaks	bei	Metastasen	
Bezüglich der 15 Metastasenproben ließen sich folgende 10 Banden häufig finden 
  
Tabelle 17 - Die am häufigsten beobachteten Peaks der 15 Metastasenproben  
m/z in Dalton Anzahl Proben (N höchste) (%) von 15 
4.303 8 53,3 
4.820 6 40,0 
5.867 6 40,0 
6.025 6 40,0 
4.419 5 33,3 
5.653 5 33,3 
6.433 5 33,3 
6.940 5 33,3 
3.476 4 26,7 
8.605 4 26,7 
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4.3.3 Häufigkeit	der	intensitätsstärksten	Peaks	der	Liquorproben	
Für die 22 Proben nicht neoplastisch erkrankter Patienten stellt sich die 
Häufigkeitsverteilung wie folgt dar: 
 
Tabelle 18 - Die am häufigsten beobachteten Peaks der 22 Vergleichsliquorproben 
m/z in Dalton Anzahl Proben (N höchste)  (%) von 22 
3.513 21 95,5 
5.867 20 90,9 
3.952 19 86,4 
3.688 12 54,5 
4.820 10 45,5 
6.970 9 40,9 
2.628 9 40,9 
11.725 8 36,4 
4.965 8 36,4 




Zur automatisierten Kontrolle wurden sämtliche GBM-Proben nochmals 
herangezogen und die Proteinbande 6433 betrachtet, welche in diesen am 
häufigsten mit großer relativer Intensität vorlag („Top Ten“ in 14 von 25 Proben) und 
auch schon in den SELDI-TOF-Analysen nachgewiesen worden war. In geringerer 
relativer Intensität konnte dieser Peak noch bei fünf weiteren Proben detektiert 
werden, somit in 19 von 25 Proben (76%).  
Der Steuerungscomputer des MALDI-TOF Gerätes ermöglicht die Anwendung eines 
automatisierten Messalgorithmus. Unterschiedliche Parameter müssen hierbei zuvor 
angepasst werden, um die Einschlussgrenzen der automatisierten Detektion 
festzulegen: 
1. Signal-Rausch-Verhältnis: gibt Auskunft über das Verhältnis der 
Nutzsignalleistung (hier Amplitude des Peaks) zum Rauschsignal (hier 
Hintergrundrauschen der Baseline) – je höher, desto besser 
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2. Halbwertsbreite: Breite eines Peaks bei der Hälfte der maximalen Amplitude. 
Je schmaler, desto besser (stärker abgegrenzt) 
3. Height percentage of width: Verhältnis Peakhöhe zur Halbwertsbreite, je 
höher, desto besser  
 
Ziel war es, den Peak 6433 bei all jenen 19 Proben auch automatisiert zu erhalten. 
Die Anpassung dieser Parameter erfolgte in einzelnen Schritten; schließlich konnte 
der Peak 6433 bei allen 19 und auch den 14 „N höchste“-Proben durch folgende 
Einstellungen registriert werden: 
- Signal-Rausch-Verhältnis  > 3 
- Halbwertsbreite 17 m/z 
- Breiten-Höhen-Verhältnis 80% 
 
Unter den noch strengeren automatisierten Parametern von 
 
- Signal-Rausch-Verhältnis > 6 
- Halbwertsbereite 10 m/z 
- Breiten-Höhen-Verhältnis 80% 
 
gelang die Abbildung der Bande 6433 bei 15 der 19 Gruppenproben (N Gruppe) und 
13 der 14 selektierten Proben (N höchste). 
 
Dies zeigt die prinzipielle Verwendbarkeit einer automatisierten Laser-Ionisierung zur 
Spot-Analyse mit einer vertretbaren Reliabilität. In der ersten Einstellung war der 
Peak zu 100% reproduzierbar, in der zweiten belief sich die automatisierte 




In Tabelle 19 sind die intensitätsstärksten Peaks aller drei Untersuchungsgruppen 
(n=23) aufgeführt und die relativen Häufigkeiten der jeweiligen Entität 
gegenübergestellt. Der Peak, der jeweils am häufigsten in einer Diagnosegruppe 
auftritt, ist fett gedruckt. 
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Fünf Mal ist eine Bande spezifisch für eine Gruppe, d.h. nur in der jeweiligen 
Diagnosegruppe vorhanden. Entsprechende Peaks sind kursiv gedruckt. Dies tritt ein 
Mal bei Metastasen (8605) und vier Mal bei den Vergleichsliquorproben auf. Im 
Vergleich dieser per MALDI-TOF nur im Liquor nachgewiesenen Banden (3688, 
3952, 4754 sowie 6970) mit den Ergebnissen der SELDI-TOF Messungen (siehe 
Tabelle 13) fällt auf, dass ebenjene vier in letzterer nicht nachgewiesen werden 
konnten. Diese Inkongruenz dürfte am ehesten durch den Nachweisfokus der SELDI-
Technik im höheren Da-Bereich zu erklären sein. 
Von den 23 Peaks finden sich im Glioblastom 18, bei den Metastasen 19 wieder. Bei 
den Vergleichsproben sind es lediglich 13. Die meisten Peaks sind somit bei den 
Metastasen zu verzeichnen, die Liquorproben erscheinen entsprechend der relativ 
geringen Bandenanzahl am spezifischsten. 
 
Tabelle 19 – Prozentsatz positiver Proben für die 23 intensitätsstärksten Peaks. Fett: häufigster Peak einer 
Diagnosegruppe, kursiv: Peak nur in einer Diagnosegruppe vorhanden. 
Bande GBM Met Liq 
1865 28,0% 13,3% 0% 
2628 8,0% 6,7% 40,9% 
2660 32,0% 6,7% 0% 
3476 24,0% 26,7% 0% 
3513 8,0% 6,7% 95,5% 
3688 0% 0% 54,5% 
3854 24,0% 20,0% 0% 
3952 0% 0% 86,4% 
4303 8,0% 53,3% 4,5% 
4419 24,0% 33,3% 0% 
4754 0% 0% 31,8% 
4820 24,0% 40,0% 45,4% 
4965 36,0% 6,7% 36,4% 
5653 8,0% 33,3% 0% 
5867 32,0% 40,0% 90,9% 
6025 4,0% 40,0% 0% 
6433 56,0% 33,3% 9,1% 
6632 40,0% 20,0% 0% 
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6940 4,0% 40,0% 0% 
6970 0% 0% 40,9% 
7560 28,0% 20,0% 13,6% 
8605 0% 26,7% 0% 
11725 24,0% 13,3% 36,4% 
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4.4 statistische	Aufarbeitung	
Es erfolgte eine statistische Aufarbeitung mittels zweiseitigem Fisher´s exact test für 
die drei häufigsten Peaks jeder Probenentität im Vergleich mit den anderen beiden 
Diagnosegruppen.  
* = statistisch signifikant bei p < 0,05 
4.4.1 Glioblastom	
 
Tabelle 20 - Signifikanzprüfung (zweiseitiger Fisher´s exact test) für das Auftreten der drei häufigsten GBM-Peaks 
in den anderen Diagnosegruppen  
m/z GBM : Met GBM : Liq  Met : Liq 
6433 p = 0,204 p < 0,001* p = 0,095 
6632 p = 0,298 p < 0,001* p = 0,059 




Tabelle 21 - Signifikanzprüfung (zweiseitiger Fisher´s exact test) für das Auftreten der drei häufigsten 
Metastasen-Peaks in den anderen Diagnosegruppen  
m/z GBM : Met GBM : Liq Met : Liq 
4303 p = 0,002* p = 1 p = 0,001* 
6025 p = 0,007* p = 1 p = 0,002* 




Tabelle 22 - Signifikanzprüfung (zweiseitiger Fisher´s exact test) für das Auftreten der drei häufigsten Liquor-
Peaks in den anderen Diagnosegruppen 
m/z GBM : Met GBM : Liq Met : Liq 
3513 p = 1 p < 0,001* p < 0,001* 
5867 p = 0,736 p < 0,001* p = 0,002* 
3952 p = 1 p < 0,001* p < 0,001* 
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4.5 Nachbetrachtung	ausgewählter	Peaks	(Top	3	jeder	Entität)	
 
Da im Rahmen der Auswertung zunächst nur die Peaks mit den 10 höchsten 
relativen Intensitäten einer Probe aufgelistet wurden, finden sich diese Peaks ggf. 
auch noch in weiteren Proben, dann mit niedrigerer relativer Intensität.  
Die Proteinbanden der bisher nicht eingeschlossenen Proben jeder Entität wurden 
diesbezüglich nochmals genauer untersucht. Die somit ermittelte Anzahl (Auftreten 
der Bande in der Diagnosegruppe „N Gruppe“) ist in den Tabellen 23, 24, 25 




Tabelle 23 - Gesamtvorkommen ausgewählter Peaks in der GBM-Gruppe 
m/z N höchste % N Gruppe % 
6433 14 56,0 19 76,0 
6632 10 40,0 16 64,0 




Tabelle 24 – Gesamtvorkommen ausgewählter Peaks in der Gruppe Metastasenzysten 
m/z N höchste % N Gruppe % 
4303 8 53,3 8 53,3 
6025 6 40,0 6 40,0 
4820 6 40,0 8 53,5 
 
  




Tabelle 25 – Gesamtvorkommen ausgewählter Peaks in der Vergleichsgruppe 
m/z N höchste % N Gruppe % 
3513 21 95,5 21 95,5 
5867 20 90,9 22 100 
3952 19 86,4 21 95,5 
 
In den meisten Fällen ließ sich der jeweilige N-höchste-Peak noch in zusätzlichen 
Proben nachweisen, sodass der Prozentsatz der die Bande enthaltenden Proben 




Die in den drei Diagnosegruppen jeweils am häufigsten gefundene molekulare 
Masse wurde in die Suchmaske von Expasy tagident eingegeben. 




- ApoC1 (Truncated apolipoprotein C-I) 6432 Da 
Die Grundfunktion dieses Proteins wird als Inhibitor der Lipoproteinbindung an den 
low density lipoprotein (LDL) Rezeptor beschrieben. Hierbei kommt es zu einer 
direkten Interaktion bei der Aufnahme von Fettsäuren durch Reduktion der 
intrazellulären Esterbildung. 
Gemäß PubMed Suche finden sich noch keine wissenschaftlichen Publikationen, 
welche ApoC1 mit Glioblastomen in Zusammenhang bringen. 
Bezüglich weiterer cerebraler Erkrankungen werden Assoziationen zwischen Mb. 
Alzheimer und ApoC1 Polymorphismen beschrieben (91); auch bestimmte 
Demenzarten wie frontotemporale Demenz scheinen hiermit in Verbindung zu stehen 
(92). 
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- LuzP6 (Leucine zipper protein 6) 6437 Da 
LuzP6 ruft eine IgG-Antikörperantwort im Serum von Patienten mit Polyzythämia 
vera, chronisch myeloischer Leukämie sowie Prostatakarzinomen hervor und scheint 
somit einen regulatorischen Effekt in diesen Krankheiten zu besitzen (93). 
Die Lokalisation von LuzP6 auf Chromosom 7 (7q33) erscheint zusätzlich 
interessant, da eine Trisomie / Polysomie dieses Chromosoms mit deutlich erhöhter 
Häufigkeit im Glioblastom beschrieben wird (94), (95). 
 
Nachfolgend sind Schnitte histologischer Untersuchungen abgebildet, die im 
Rahmen einer aktuell in Vorbereitung befindlichen Publikation der 
neuroonkologischen Arbeitsgruppe entstanden sind. Hier konnte das LuzP6 Protein 
mittels Antikörperfärbung in histologischen Glioblastomschnitten nachgewiesen 
werden, siehe Abbildung 12 (aus: Groll M, Frenzel J, Preuss M, Schänzer A, Müller 
W, Eschrich K, Nestler U: MALDI-TOF analysis of brain tumor cyst fluids – 
Manuskript in Vorbereitung).  
Die Häufigkeit des histologischen Nachweises von LuzP6 im Vergleich zu anderen 
Kandidatenproteinen und die Korrelation zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit 
soll weiterführend untersucht werden. 
 
 
Abbildung 12 – immunhistochemische Färbung korrespondierender Schnitte eines zystischen Glioblastoms. 
Links: ApoC1-Färbung mit wenigen positiven Tumorzellen; Nachweis eher gefäßassoziiert. Rechts: LuzP6 - 
Färbung mit hoher Anzahl an positiven Tumorzellen. (Vergrößerung 200x) 
 
4.5.4.2 Proteinkandidaten	Metastasen:	m/z	=	4303	
- ADM2 (Adrenomedullin 2) 4293Da 
Auch als Intermedin bezeichnet, weist ADM2 zwei Unterketten auf: IMDL and IMDS.  
 M. Groll – MALDI-TOF Untersuchung cerebraler Tumorzysten  64  - 
Diese spielen unter Anderem eine Rolle als Regulatoren von gastrointestinalen und 
kardiovaskulären Abläufen. 
Im Zusammenhang mit seiner Funktion als angiogenetischer Faktor wird eine 
Verschlechterung der Prognose beispielsweise bei Pankreaskarzinomen (96) oder 
Tumoren der Brust (97) beschrieben. 
ADM2 kann als prognostischer Marker für das Auftreten von Metastasen bei 
Prostata-Karzinomen herangezogen werden. (98) 
 
- DSCR8 (Isoform 4 of Down syndrome critical region protein) 4295Da 




Interessanterweise findet sich für dieses Molekulargewicht keine Entsprechung in der 
Tagident Datenbank. Hier muss somit darüber nachgedacht werden, ob nicht ein 
Protein vielfacher Masse mit einer vielfachen Ladung versehen war und somit dieser 
Peak einem doppelt geladenen Protein mit 7026Da entspricht. Für diese Masse 
ergeben sich beispielsweise: 
 
- NBDY (Negative regulator of P-body association) 7025Da 
Wahrscheinlich spielt dieses Protein im Decapping der mRNA eine Rolle (99), 
weitere Beschreibungen, insbesondere in Bezug auf mögliche tumorsuppressive 
Aktivität, finden sich derzeit nicht. 
 
- CENPX (Isoform 2 of Centromere protein X) 7017Da 
Auf zellulärer Ebene sind Mitglieder der Centromere Proteine (CENP) für die 
Funktion der Kinetochoren an den Centromeren verantwortlich und spielen somit 
eine Rolle im Zellzyklus (100). Somit erscheint eine Beteiligung an der 
Zellreproduktion als wahrscheinlich. Ein direkter Zusammenhang mit 
Tumorsuppression ist jedoch nicht gesichert. 
 
- SMIM6 (Small integral membrane protein 6) 7017Da 
Eine spezifische Funktion dieses Proteins ist noch nicht erforscht. 
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- RPAB4 (DNA-directed RNA polymerase I, II and III subunit RPABC4) 7004 Da 
Als RNA-Polymerase ist RPAB4 in Transkription und Protein-Biosynthese involviert. 
Es existiert eine Veröffentlichung, welche das zugrunde liegende POLR2K Gen in 
Assoziation mit dem Hepatozellulären Karzinom bringt (101). 
 
- USBP1 (Isoform 2 of Usher syndrome type-1C protein binding protein) 
7014Da 
Die PubMed Suche nach diesem Protein ergibt keine weiteren Beschreibungen. 
 
Ähnliches findet sich im Übrigen auch korrespondierend für die zweithäufigste Bande 
in den Vergleichsliquorproben (5867Dalton, Tabellen 19, 22, 25): Diese könnte 
einem doppelt geladenen Protein mit 11725Da entsprechen, dessen Grösse 
ebenfalls als ein deutlicher Peak, sogar in allen drei Diagnosegruppen, nachweisbar 
war. Als Proteinkandidat findet sich hier beta 2 Mikroglobulin, welches bereits im 
Rahmen der SELDI-TOF-Analyse als möglicher, signifikant häufiger im Liquor 
auftretender Tumorsuppressor-Kandidat beschrieben wurde (siehe Kapitel 4.1, 
Tabelle 13). Insofern unterstützen die MALDI-TOF-Ergebnisse hier die SELDI-TOF-
Auswertung, auch wenn sich der signifikante Häufigkeitsunterschied zwischen 
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5. Diskussion	
5.1 Diskussion	möglicher	Tumorsuppressoren	
Der theoretische Teil der vorliegenden Arbeit bietet einen weitreichenden Überblick 
über mögliche Tumorsuppressoren; er liefert die charakteristikabezogene 
Aufarbeitung von Peaks, welche in der vorausgegangenen SELDI-TOF 
Untersuchung signifikant häufiger im Liquor als in Tumorzystenproben nachweisbar 
waren. Die Literatursuche bzgl. der entsprechenden Kandidatenproteine erlaubte es, 
die Anzahl möglicher Proteine von knapp 800 auf 54 zu reduzieren.  
Es finden sich Proteine, welche z.T. noch nicht in ihrer Existenz gesichert sind, 
andererseits solche, die im klinischen sowie laborchemischen Alltag nahezu 
omnipräsent sind. Beispielsweise können eine Reihe von putativen, 
uncharakterisierten Proteinen (oft nach Chromosom und genomischer Lage des 
„open reading frame“ bezeichnet, wie: C15orf37, C6orf195) aufgeführt werden, über 
deren Funktion keine genauen Erkenntnisse existieren. Auf der anderen Seite finden 
sich Isoformen von z.B. p53, CD28 oder CRP, für die mannigfaltige Publikationen zu 
allen vier untersuchten Kategorien (Tumor, Gehirn, Gehirntumor, cerebrospinale 
Flüssigkeit) existieren. 
 
Als ergänzende Informationen wurden zusätzlich Daten zur Membranständigkeit der 
Proteine oder deren Sekretion erhoben, da ihr Nachweis in Liquor erfolgte und es 
plausibel erscheint, dass membranständige oder sezernierte Proteine eher in 
physiologischem Liquor erscheinen, als beispielsweise nukleäre Faktoren oder 
Zellgerüstbestandteile. Die chromosomale Lokalisation der codierenden DNA sowie 
die Anzahl der posttranslationalen Aminosäuren wurden ebenfalls ermittelt. 
 
Da die Bewertung der Kandidatenproteine allerdings nur anhand solch festgelegter 
Charakteristika möglich ist, besteht ein gewisser systematischer Fehler bezüglich der 
54 schlussendlich zusammengestellten Proteine. Die Auswahl der zehn beispielhaft 
beschriebenen Proteine beruht auch auf einer subjektiven Bewertung der 
aufgeführten Funktionen sowie verfügbarer Publikationen. Um eine weiterführend-
quantitative Auswertung zu erreichen, müssten hier weitere reproduzierbar 
untersuchbare Parameter angewendet werden. 
 M. Groll – MALDI-TOF Untersuchung cerebraler Tumorzysten  67  - 
Nichtsdestotrotz erscheinen die ausgewählten Kandidatenproteine (siehe Kap. 4.1) 
als Tumorsuppressoren äußerst vielversprechend; insbesondere finden sich 
Beobachtungen bezüglich: 
 
- neuronale Differenzierung: Neugrin (73), Anaphase-promoting complex (76) 
- Zellzykluskontrolle: MMS19 nucleotid excision repair protein (70), Anaphase-
promoting complex (76) 
- protoonkogene Funktion: Tumor necrosis factor ligand (85) 
- tumorsuppressive Aktivität: 
o generell: Inhibitor of Growth Protein 1 (p53-assoziiert) (88) 
o in Bezug auf Glioblastome: Ciliary neurotrophic Factor (86), Cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A) (82) 
 
Neueste Veröffentlichungen demonstrieren bei bestimmten Polymorphismen des 
CDKN2A ein deutlich erhöhtes Risiko für die Entwicklung von Gliomen (102), 
insbesondere in Assoziation mit dem primären Glioblastom (103). Die entsprechende 
Bande 13869 Da konnte in der vorliegenden Arbeit mit einer signifikanten Differenz 
zwischen Liquor / GBM und Liquor / Metastase nachgewiesen werden und bestätigte 
die mittels SELDI-TOF beschriebene Bande 13879 Da. Die ebenfalls in beiden 
Techniken nachgewiesene Bande 6.940 Da bzw. 6.938 Da könnte darüber hinaus 
einem doppelt geladenen CDKN2A entsprechen. 
Dies unterstreicht die Bedeutung von CDKN2A als potentiellem Tumorsuppressor, 
der im physiologischen Liquor nachweisbar, jedoch in Glioblastomen und Metastasen 
verlorengegangen ist. 
Als weiterer bedeutender Kandidat ist das Inhibitor of Growth Protein 1 (ING1) 
einzuschätzen, welches in enger Verbindung mit einem der bekanntesten 
Tumorsuppressoren, p53, steht. Zwar ist in Bezug auf maligne Hirntumore noch 
keine so hohe Anzahl an wissenschaftlichen Veröffentlichungen verfügbar wie für 
CDKN2A; dennoch bestehen bereits mehrere Nachweise eines direkten 
Zusammenhangs zwischen verminderter Expression von ING1 und dem Auftreten 
von Glioblastomen (89), (90) 
Für den eindeutigen Nachweis dieser und möglicher weiterer Tumorsuppressoren in 
nachfolgenden Untersuchungen erscheinen insbesondere Antigen-Antikörper-
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Reaktionen sinnvoll, da massenspektrometrische Verfahren hier an ihre Grenzen 
stoßen: 
Im Pull down Assay könnten andere Proteine oder entsprechende Fragmente der 
gleichen molekularen Masse weiterhin den jeweiligen Peak generieren, auch wenn 
das vermutete Protein aus der Probe erfolgreich entfernt wurde. Darüber hinaus 
können durch Spray-Ionisation erzeugte und im Massenspektrometer vermessene 
Proteinfragemente nicht stets eindeutig auf ein spezifisches Protein zurückverfolgt 
werden. 
Für eine eindeutige Zuordnung sollte in zukünftigen Arbeiten somit eine 




Als große Herausforderung stellte sich im praktischen Teil der vorliegenden Arbeit 
die Vorbereitung der zu untersuchenden Liquor- sowie Zystenproben für die 
massenspektrometrische Messung dar. Initiale Messversuche an den unadaptierten 
Proben ergaben in der MALDI TOF Messung ein stark verrauschtes, nicht zu 
verwertendes Signal ohne Darstellung signifikanter Peaks. Hierbei galt es zu 
überlegen, ob mögliche Verunreinigungen der Proben bei Abnahme oder 
Weiterverarbeitung aufgetreten sein können. Insbesondere ließen die initialen 
Messungen eine Kontamination mit Salzen und/oder Lipiden vermuten, eine im 
Generellen relativ hohe Salzkonzentration im Vergleich zur  niedrigen 
Proteinkonzentration im Liquor wird beschrieben (104) mit der entsprechenden 
Notwendigkeit eines „desaltings“ vor Weiterverarbeitung der CSF-Proben (105). 
 
Das Abnahmesetting (intraoperativ bzw. steril bei lumbalen Liquorpunktionen) kann 
hierbei noch eine weitere Rolle spielen. Es sind Fälle denkbar, in denen die Spritze 
zur Abnahme der Proben zuvor mit Natriumchloridlösung gespült wurde oder mit 
Desinfektionsmittel in Berührung gekommen ist. Lipidbeimengungen können im 
Rahmen der Punktion durch Gehirngewebe oder fettführendes Bindegewebe 
auftreten. Auch Erythrozytenbeimengungen, im Sinne von stattgehabten, oder bei 
Punktion neu aufgetretenen Blutungen, können zu einer erhöhten 
Haemoglobinkonzentration der Probe führen, welche bei Übersteigen der Grenze 
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von 0,075µmol/L das Spektrum negativ beeinflusst (67). Insofern ist eine 
standardisierte Entnahmetechnik von besonderer Wichtigkeit. 
 
Im Rahmen der weiteren Aufbewahrung erfolgten zwei Gefrier- und Auftauzyklen, 
zwischen welchen eine Zentrifugation der Probe erfolgte. Unter der Annahme einer 
Verschlechterung der Messbarkeit der Probe nach jedem Gefrier- / Auftauzyklus 
erscheint eine Vermeidung von unnötigen Zyklen als sinnvoll für weitere 
Untersuchungen (67). Da alle Proben gleichartig aufbereitet wurden, beträfe dieser 
systematische Fehler Liquorkontrollproben und Zystenproben gleichermaßen. Die 
Notwendigkeit eines strengen prae-analytischen Protokolls wird in ähnlicher Art auch 
in anderweitigen Publikationen unterstrichen (106). 
 
Zum Überdecken der Proben auf dem Target wurden unterschiedliche Matrices, in 
verschiedenen Konzentrationen appliziert. Insgesamt betrachtet ergab sich unter den 
verschiedenen Matrix-Bedingungen allerdings keine Verbesserung der Signalqualität 
der Spektren. Die erfolgreiche, später standardmäßig angewendete 
Probenüberdeckung (mit 4mg/ml HCCA in 50:50 Acetonitril : 0,1% 
Trifluoressigsäure) unterstreicht, dass Art und Konzentration der Matrix wenig 
Einfluss haben, solange nicht störende Elemente aus den Proben eliminiert wurden.  
Mit dieser in der vorliegenden Arbeit etablierten Aufreinigungsmethode ließe sich nun 
mittels repetitiver Untersuchung ausgewählter Proben die Matrixzusammensetzung 
optimieren, ggf. als wesentlicher Punkt in zukünftigen Untersuchungen. 
 
Die Auswertung der einzelnen Aufreinigungsmethoden zusammen mit der 
Entscheidung, welches Spektrum „am besten aussieht“ – ergo welche Methode die 
schärfsten und am besten abgrenzbaren Peaks liefert – bleibt der subjektiven 
Einschätzung des Untersuchers unterworfen. Sowohl für die Zystenproben, als auch 
für physiologische Liquorproben erschienen die Spektra nach Aufreinigung per 
schwachem Kationen-Austausch (WCX) am besten ausgeprägt. Diese Einschätzung 
ließ sich durch die gute Reproduzierbarkeit der Peak-Signale bei der automatisierten 
Auswertung des Peaks 6433 bestätigen. 
 
Bei zwei der 25 GBM Proben ließen sich lediglich 3 (Probe 25) bzw. 7 (Probe 23) 
Proteinbanden abgrenzen. Die Spektren der weiteren Proben, auch aus den beiden 
 M. Groll – MALDI-TOF Untersuchung cerebraler Tumorzysten  70  - 
anderen Diagnosegruppen, ergaben stets eine Anzahl von mehr als 10 Peaks. Da 
die Aufbereitung mindestens je vier Proben gleichzeitig umfasste und die 
begleitenden Proben der obigen Ansätze verwertbare Spektra abgaben, darf bei 
diesen beiden „Problemproben“ von einer nicht ausreichenden Probenqualität 
ausgegangen werden.  
 
Im Insgesamten fällt bei Betrachtung der durchschnittlichen Peakanzahl ein 
Unterschied bezüglich der Diagnosegruppen auf: Liquorvergleichsproben liefern 
meist ein besseres Spektrum mit schärferen, klarer abgegrenzten Peaks als die 
beiden Gruppen neoplastischer Erkrankungen, im Mittel sind auch mehr Peaks zu 
verzeichnen (21,1 gegenüber 18,7 bei GBM-Proben, bzw. 19,1 bei 
Metastasenproben). Bezüglich der Höhe und der Grösse der Peaks finden sich 
signifikante Unterschiede: in Tumorzysten treten Proteinbanden auf, welche in 
Vergleichsliquorproben absent sind, und vice versa.  
Dies lässt es sinnvoll und notwendig erscheinen, mögliche Entstehungshypothesen 
für Hirntumorzysten erneut zu betrachten: Würde es sich bei der Zyste lediglich um 
eine Ansammlung von Liquor in einem räumlich abgegrenzten Bereich des soliden 
Tumors handeln – im Sinne eines „trapped CSF“ - so dürften keine wesentlichen 
Unterschiede in den Messergebnissen auftreten. Insbesondere wären hiermit keine 
neuen, zusätzlichen Banden vereinbar.  
Eine weitere Vermutung, dass es sich bei den Tumorzysten lediglich um eine 
Einblutung, also ein Hämatom innerhalb des Tumors handelt, kann aufgrund des 
Fehlens der Banden für Ferritin (FTL 20.020Da, FTH 21.226Da, FTMT 27.538Da) 
und/oder Hämoglobin (15.998Da) und deren mehrfach geladener Äquivalente im 
Vergleich zu den Liquor-Kontrollproben nicht bestätigt werden. 
Wäre die Formation einer Tumorzyste nur durch Nekrose und somit Zerfall der 
Tumorzellen zu erklären, so wären auch hier keine neuen Proteinbanden zu 
erwarten.  
Auffällig ist diesbezüglich aber die vermehrte Heterogenität der Tumor-Peaks im 
Vergleich zu den physiologischen Liquorproben. Nachdem alle drei Untergruppen 
einen bis auf die Vorverdünnung identischen Aufreinigungsprozess durchlaufen 
haben, darf auf eine veränderte Zusammensetzung der ursprünglichen Probe bei 
Metastasen und Glioblastomen zurückgeschlossen werden. Dies kann zum Beispiel 
auf Detritusgewebe zurückzuführen sein, welches die Messbarkeit erschwert und 
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somit begründet, warum die jeweiligen Top-Peaks der Liquorvergleichsproben eine 
Nachweisbarkeit von in knapp 100% aller Proben besitzen, wohingegen in den 
neoplastischen Proben dies nur in gut 50% der Fall ist. 
Die hinzugetretenen, tumorspezifischen Banden lassen vermuten, dass der Tumor 
selbst neue Proteine synthetisiert und diese in die Zyste sezerniert. Diese 
Syntheseleistung der Tumorzellen erlaubt einen Rückschluss auf den 
Tumormetabolismus und kann somit zur Detektion von Biomarkern, also spezifischen 
Parametern des jeweiligen Krankheitsbildes, beitragen.  
Um Biomarker etablieren zu können, sind allerdings weiterführende 
Untersuchungsmethoden vonnöten, da die MALDI-TOF Technik keinen eindeutigen 
Rückschluss auf ein bestimmtes Protein erlaubt. Neben beispielsweise dem Pull-
Down-Assay, welcher an der Zystenflüssigkeit durchgeführt wird, gibt es die 
Möglichkeit einer mRNA-Analyse oder immunhistochemischer Färbungen. Diese 
Analysen untersuchen allerdings die Tumorzellen der Zystenwand, also 
strenggenommen eine andere Gewebsart, als die Zystenflüssigkeit. 
So sind ApoC1 und LuzP6 immunhistochemisch nachweisbar und die zelluläre 
Lokalisation damit bestätigt. Unklar bleibt aber, ob und wie die Proteine in die 
Zystenflüssigkeit sezerniert werden. Auch könnten Proteine aus der Zyste in die 
Tumorzellen aufgenommen worden sein (Pinozytose). Dieses "Durchschleusen", 
erscheint prinzipiell sowohl von den Tumorzellen in Richtung der Zyste als auch von 
der Zyste in Richtung Zystenwand / Tumorzellen möglich.  
Betrachtet man die Verteilung positiver Zellen in den immunhistochemisch 
angefärbten histologischen Schnitten (beispielhaft Abbildung 12, insbesondere hier 
bei LuzP6), so fällt eine homogene Verteilung im gesamten Präparat auf. Bei einem 
Proteinstrom von der Zyste in die das umgebende Gewebe wäre hier eher ein 
Gradient von der Zystenwand in Richtung weiter entfernter solider Tumoranteile zu 
erwarten. Auch erscheint es unwahrscheinlich, dass eine auf rasche Proliferation 
ausgerichtete Tumorzelle während der Zellteilung noch aktiv Proteine aufnimmt – 
eher ist von einem Ausschleusen abgebauter / nicht mehr benötigter Stoffe 
auszugehen. Die immunhistochemische Verteilung bestätigt somit den Verdacht, 
dass die in der Zyste nachgewiesenen Proteine aus den Tumorzellen selbst 
stammen und somit metabolische Facetten des Tumorgewebes widerspiegeln.  
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In dieser Arbeit erfolgte die Labelung der Protein-Peaks manuell durch den 
Untersucher. Als Herausforderung ergab sich hierbei insbesondere das Festlegen 
eines Cutoff-Wertes bei niedrigen Amplituden. Des Öfteren fanden sich noch relativ 
scharf definierte Peaks, trotz einer relativen Intensität von weniger als 10%, die 
gegenüber dem Rauschen über der Baseline schwierig abgrenzbar waren. Diesem 
Problem wurde Rechnung getragen, indem pro Probe jeweils nur die 10 Banden mit 
der höchsten relativen Intensität zur weiteren Auswertung herangezogen wurden. 
Hierdurch ließ sich eine gute Vergleichbarkeit der Proben erreichen. 
 
Die massenspektrometrische Analyse von Liquor und Tumor-Zystenflüssigkeiten mit 
dem MALDI-TOF Verfahren kann somit als effizient und praktikabel betrachtet 
werden und erscheint auch gegenüber anderen Techniken als reliabel. Dies erweist 
sich insbesondere von erhöhter Bedeutsamkeit, da mittlerweile die kommerzielle 
Verfügbarkeit von SELDI-Hardware sehr eingeschränkt ist. So wurde die Produktion 
von entsprechenden Chip-Targets bei der Firma Bruker gänzlich eingestellt; noch 
verfügbare Chargen stellen lediglich Restposten dar, für die nicht mehr in allen Fällen 
geeignete Wasch- und Elutionspuffer erhältlich sind. MALDI-Hardware sowie 
Präparationshilfen und Matrices stehen hingegen weiterhin zur Verfügung.  




Über alle Proben und Probenarten hinweg fällt bei Betrachtung der Spektren auf, 
dass der Nachweis von Proteinen im Rahmen einer MALDI-TOF-Analyse sich eher 
auf niedrige m/z beschränkt. Zwar gelingt des Öfteren der Nachweis eines Peaks 
über 15.000Da, manchmal sogar in der Gegend von 22.000Da; die Hauptanzahl der 
Banden liegt aber im Bereich zwischen 2.500 und 8.500Da. Bei einzelnen Proben 
gelingt eine Auflösung bis unter 1.500Da. Im Vergleich zu Messungen per SELDI-
TOF, welche Peaks auch bei über 100.000Da abbilden, allerdings keine scharfe 
Auflösung der niedrigen molekularen Massen erreichen, dürfte somit MALDI-TOF 
das geeignetere Verfahren für Messungen im Bereich zwischen 1.500 und 15.000Da 
zu sein. Die Eignung der MALDI-TOF Spektroskopie für niedrige Molekulargewichte 
wurde in ähnlicher Weise, unter anderem auch bei der Suche nach Biomarkern 
beschrieben (106), (107). Dennoch scheint hier noch Optimierungspotential bzgl. 
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Targetauftragung und Matrixüberdeckung zu bestehen, da laut Herstellerangaben 
mittels WCX-Kit Proteine zwischen 1.000 und 70.000Da aufgereinigt werden können, 
und somit auch in den Spektren erscheinen sollten.   
 
In Bezug auf die Glioblastomzysten kristallisierte sich als häufigster Peak m/z = 6433 
heraus: Bei insgesamt 25 GBM-Spektren findet er sich in 14 Proben, wohingegen er 
bei den Vergleichsproben in nur 9% vorhanden ist – ein statistisch signifikantes 
Ergebnis. Interessanterweise trifft man zudem auch bei den Metastasenproben in 
einem Drittel der Fälle auf diesen Peak, auch wenn hier die Häufigkeit weder im 
Vergleich zu Glioblastomen, noch zu CSF signifikant unterschiedlich ist. Es könnte 
sich hierbei um ein Protoonkogen handeln, welches nicht nur in hirneigenen 
Tumoren auftritt.  
Der Nachweis dieser Bande war zuvor bereits per SELDI-TOF mit ähnlichen 
Häufigkeiten erfolgt, jedoch mit einer m/z von 6424 (44). Diese Bande korrespondiert 
zu m/z = 6433, wenn man die 0,3% Messvarianz beider Verfahren (19 Dalton) 
zugrunde legt. Mit Hilfe der in der vorliegenden Arbeit zu 6433Da bestimmten 
Proteingröße konnten die möglichen Kandidatenproteine in Expasy tagident nun von 
drei auf zwei reduziert werden. So lag das initial mit eingeschlossene 
Kandidatenprotein OCC-1 (m/z von 6407) bereits in der SELDI-TOF Analyse am 
Rande der noch in Frage kommenden Proteingrößen (6405Da bis 6443Da). Für m/z 
= 6433 verbleiben LuzP6 (6437Da) und Apo-C1 (6432Da). 
 
LuzP6, ein Mitglied der Familie der Leucine Zipper Proteine ist bereits in Assoziation 
mit myeloproliferativen Erkrankungen und Prostatakarzinom beschrieben worden 
(93). Es stellt ein unkonventionell transkribiertes Antigen dar, das eng mit dem 
Myotrophin-Gen (MTPN) auf Chromosom 7q33 assoziiert ist. Eine Trisomie / 
Polysomie dieses Chromosoms wird mit deutlich erhöhter Häufigkeit im Glioblastom 
beschrieben (94), (95). Auch der Genlocus für den Epithelial Growth Factor Receptor 
(7p11.2) findet sich auf diesem Chromosom; eine Amplifikation führt zu einer starken 
Überexpression des Rezeptors (108) und ist in 30-40% der Glioblastome zu finden 
(109). 
Apo C-1, ein in der Leber synthetisiertes Protein, hat physiologischerweise eine 
mediierende Funktion im Lipoproteinstoffwechsel (110) und wird im Gehirngewebe 
gefunden (111). Eine vermehrte Aufnahme in Glioblastomzysten wäre beispielsweise 
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endothel-assoziiert im Rahmen der Neoangiogenese oder als Zeichen einer 
Pinozytose-vermittelten Lipid-Ausschleusung denkbar. 
 
Im Rahmen weiterer Arbeiten der neuroonkologischen Arbeitsgruppe konnten 
zwischenzeitlich die mRNA-Expression beider Proteine im Hirntumorgewebe gezeigt 
und beide Proteine immunhistochemisch mittels Antikörperfärbung in Hirntumorzellen 
nachgewiesen werden, was für LuzP6 erstmals einem Evidenzlevel gemäss UniProt 
(s. Kapitel 3.2.1) auf Proteinebene entspricht (Eisenlöffel / Müller – persönliche 
Kommunikation). Diese Befunde untermauern die Ergebnisse der MALDI-TOF 
Analyse und unterstützen ihre Wertigkeit. 
Einschränkend muss erwähnt werden, dass MALDI-TOF Untersuchung, mRNA-
Bestimmung und Immunhistochemie zwar an Proben derselben Patienten 
durchgeführt wurden, jedoch ein Vergleich zwischen Zystenflüssigkeit, 
kryokonserviertem und formalinfixiertem Tumorgewebe erfolgt, also zwischen 
unterschiedlichen Gewebsregionen eines Tumors.  
 
Einige weitere Ergebnisse bestätigen die zum Teil signifikanten Unterschiede im 
Auftreten von Tumorproteinen im Vergleich zu Liquor (siehe Tabellen 20 bis 22). 
 
Als Beispiel sei hier die Metastasenbande 4303 genannt, die in 53,3% der 
Metastasen mittels MALDI-TOF nachweisbar ist. Als mögliches Kandidatenprotein 
erscheint hier Adrenomedullin 2, welchem eine angiogenetische Funktion 
zugeschrieben wird. Für Tumoren des Pankreas (96) sowie der Mamma (97) sind 
bereits protoonkogene Wirkungen beschrieben; beim Prostata Karzinom stellt es 
einen Biomarker für das Auftreten von Metastasen dar (98). Dies unterstützt die 
Hypothese, dass die Proteinexpression einer malignen Erkrankung – zumindest 
anteilig – auch in den cerebralen Absiedlungen nachweisbar sein könnte. 
Aus dem teils geringen Prozentsatz positiver Proben wird allerdings auch klar, dass 
eindeutige Zuweisungen eines Proteins zu einer Tumorentität – ergo ein 
Rückschluss von diesem Protein auf das zugrundeliegende Primum – nicht möglich 
ist.  
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit erlauben es, Details über die Tumorpathogenese zu 
gewinnen, welche durch Verlust von Tumorsuppressoren und Ausbildung von 
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Protoonkogenen gekennzeichnet ist. Interessanterweise scheinen diese auch von 
der zugrundeliegenden Tumorentität abhängig zu sein, wie Differenzen zwischen 
GBM und Metastasenproben bestätigen. Ob darüber hinaus eine Unterscheidung 
z.B. des Primums einer Metastase oder eine Abgrenzung einzelner Gliomsubtypen 
(z.B. anaplastisches Astrozytom, Gliosarkom oder Riesenzell-GBM) anhand 
spezifischer Spektren möglich wird, kann zum gegenwärtigen Zeitpunkt nicht 
beantwortet werden – insbesondere die geringe Probenanzahl der einzelnen 
Subentitäten lässt keine statistisch haltbare Beurteilung zu. Zusätzlich ist davon 
auszugehen, dass bei eng verwandten Probenarten, wie z.B. Glioblastomsubtypen 
oder Lungenkarzinomen (kleinzellig / nicht kleinzellig), Unwägbarkeiten bei der 
Probenentnahme sowie Verunreinigungen, aber auch die subjektive Einschätzung 
bei der Spektreninterpretation noch deutlicher ins Gewicht fallen. 
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5.4 Antworten	auf	die	Problemstellung	
 
1. Bietet die MALDI-TOF-Analyse von Glioblastomzysten im Vergleich zur 
SELDI-TOF-Analyse eine ähnliche Anwendbarkeit und eine vergleichbare 
Ergebnisstruktur?   
 
Sowohl MALDI-, als auch SELDI-TOF ermöglichen massenspektrometrische 
Messungen an Zystenflüssigkeiten von Glioblastomproben. Hierbei gilt es aber zu 
beachten, dass die Probenvorbereitung für die beiden Analysearten unterschiedlich 
ist: 
Während die spezifischen SELDI-Target-Chips eine Messung der Zystenproben 
ohne weitere Vorbereitung des Analyten ermöglichen, bedarf es beim MALDI-TOF 
Verfahren einer Verdünnung und nachfolgend einer besonderen Aufreinigung, 
welche mittels WCX-magnetic beads, also schwachem Kationenaustausch, am 
verlässlichsten zu erreichen war. 
Die Ergebnisstruktur differiert zwischen den beiden Messvarianten in Bezug auf die 
Massenbereiche: 
Zur Abbildung der kleineren m/z zeigte sich das MALDI-Verfahren als besser 
geeignet, hier lässt sich ein Teilbereich von 2.500 bis 8.500Da detailliert abbilden; 
teilweise gelingen Erweiterungen dieses Bereiches von 1.500Da bis hin zu über 
20.000Da. 
Per SELDI-TOF ließ sich ein Bereich von knapp 4.000Da bis hin zu 145.000Da 
abdecken, somit sind hier größere m/z vermehrt vertreten. 
Im Überlappungsbereich der beiden Methoden ließen sich im Rahmen der MALDI 
Messung bei insgesamt drei Peaks eindeutige Übereinstimmungen detektieren und 
somit die Ergebnisse der SELDI-TOF Untersuchungen bestätigen.  
Somit ist die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse im Überschneidungsbereich der 
Methoden gegeben. 
 
2. Kann die MALDI-TOF-Analyse auch auf Zysten in Gehirnmetastasen 
angewendet werden? 
 
Die Aufreinigung per WCX-Kit nach entsprechender Verdünnung ermöglicht es, 
ebenso wie bei den Glioblastomzysten, Spektren mit eindeutigen Peaks zu erhalten. 
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Insbesondere präsentieren sich teilweise signifikant unterschiedliche Banden 
zwischen Metastasenzysten und Glioblastomzysten, sodass auf eine 
unterschiedliche Proteinkonstellation in den Zystenflüssigkeiten zurückgeschlossen 
werden kann.  
 
3. Lassen sich die Liquor-Proteinbanden, die weder in zystischen Glioblastomen, 
noch in zystischen Gehirnmetastasen zu finden sind, bestimmten Proteinen 
mit Tumorsuppressor–Funktion zuordnen? 
 
Die eindeutige Zuordnung eines bestimmten Peaks der Vergleichsliquorproben zu 
genau einem Protein ist nicht möglich. Ein direkter Nachweis kann mit dem MALDI-
TOF-System nicht geführt werden, da eine nachfolgende Suche einer bestimmten 
molekularen Masse in den Proteindatenbanken (z.B. wie hier verwendet Expasy 
tagident) mehrere Kandidatenproteine ergibt.  
Im Rahmen der durchgeführten Auswertungen ließen sich jedoch durchaus 
Proteinkandidaten eingrenzen, für welche eine tumorsuppressive Aktivität 
beschrieben ist. 
Der schlussendliche Nachweis eines solchen Proteins muss aber mittels anderer 
Methoden geführt werden. Hierzu stehen beispielsweise eine immunhistochemische 
Antikörperfärbung, die mRNA Analyse oder der proteomische Pull-down-assay zur 
Verfügung. Die gezielte Aufreinigung eines Proteins bestimmter Größe mit 
anschließender Einengung und erneuter massenspektrometrischer Analyse oder 
Proteinsequenzierung dürfte aufgrund der geringen Probenmengen nicht möglich 
sein.   
 
4. Ist es möglich, eine Tumorsignatur der MALDI-Spektren zu ermitteln, in dem 
Sinne, dass bei Vorliegen einer dezidierten Bandenkombination in der 
Zystenflüssigkeit auf das Ursprungsgewebe zurückgeschlossen werden kann? 
Könnte somit eine Unterscheidung zwischen Glioblastomen und Metastasen 
oder gar zwischen den Primarien unterschiedlicher metastasierender 
Grunderkrankungen gelingen? 
 
Die Spektren der MALDI-TOF Analyse, insbesondere jene der neoplastischen 
Grunderkrankungen, weisen eine merkliche Heterogenität bezüglich der 
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Bandendarstellung auf. Nicht nur, dass die höchsten Tumorpeaks der 
Glioblastomzysten und Metastasenzysten nur in gut 50% aller Proben der jeweiligen 
Diagnosegruppe vorkommen, sondern auch, dass manche Peaks in allen drei 
Diagnosegruppen mit hoher Ausprägung auftreten, erschwert das Erstellen einer 
Tumorsignatur.  
Es finden sich zwar signifikante Unterschiede zwischen den höchsten neoplastischen 
Peaks und den Vergleichsliquorproben, aber diese sind nicht immer nur einem 
Ursprungsgewebe zuzuordnen, gerade bei den Metastasenproben. Die Zahl der in 
der vorliegenden Arbeit untersuchten Zystenproben erscheint zu gering, um eine 
Tumorsignatur ausreichend statistisch abzusichern. 
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Das Glioblastom ist eine hochmaligne Tumorerkrankung des zentralen 
Nervensystems und geht trotz intensiver Forschungsbemühungen mit einer 
eingeschränkten Prognose und einer Überlebenszeit im Rahmen von einigen 
Monaten nach Diagnosestellung einher. Cerebrale Metastasen maligner Tumoren 
treten in Abhängigkeit vom Primärtumor auf, und beschränken nach Erreichen des 
ZNS die Überlebenszeit ebenfalls auf wenige Monate. Etwa 10% der Glioblastome 
weisen zystische Veränderungen auf, cerebrale Metastasen maligner Tumoren 
präsentieren sich ebenfalls nicht selten mit einer zystischen Konfiguration.  
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Streng histologisch gesehen handelt es sich hierbei um Pseudozysten, in denen sich 
eine zellarme Flüssigkeit befindet, die tumorzellassoziierte Proteine in einer geringen 
Konzentration enthält. Aufgrund der engen Beziehung der Zysten zu den 
Tumorzellen gibt die Proteinanalyse der Zystenflüssigkeit über Tumorgenese und 
Metabolismus Aufschluss. 
 
Bereits in einer vorangegangenen Promotionsarbeit der neuroonkologischen 
Arbeitsgruppe war es gelungen, Proben zystischer Glioblastome und Metastasen im 
Vergleich zu Liquorproben tumorfreier Patienten mittels SELDI (surface enhanced 
laser desorption / ionisation) TOF (time of flight) MS (Massenspektrometrie) zu 
vermessen. Hierbei wurden Alleinstellungsmerkmale im Sinne von isoliert 
auftretenden Protein-Massenpeaks sowohl in den neoplastischen Proben, als auch in 
den Liquorproben detektiert. Der theoretische Teil der vorliegenden Arbeit widmet 
sich der Charakterisierung möglicher Tumorsuppressorproteine, mittels einer 
Evidenzanalyse / Literaturrecherche unter Verwendung der SELDI-TOF-MS Daten. 
 
Da mittlerweile mehrere Bestandteile der SELDI-TOF Hardware kommerziell nicht 
mehr verfügbar sind, bestand die Notwendigkeit, ein Alternativverfahren zur 
Proteinbestimmung von Zystenflüssigkeiten zu etablieren. Hierzu wurde in dieser 
Dissertation die Methode der MALDI (matrix assisted laser desorption / ionisation) 
TOF-MS zur Messung eines Sets neuer Proben angewendet. Die MALDI-TOF-MS 
war bereits in mehreren Publikationen zur Massenspektroskopie von Liquorproben 
beschrieben worden, wohingegen zur Untersuchung cerebraler Zystenflüssigkeiten 
bisher keine Berichte zu finden sind. Dementsprechend wurde im praktischen Teil ein  
Aufbereitungs- und Untersuchungsprotokoll eigenständig etabliert. 
Hiermit konnten Massenspektren der Proben abgeleitet werden, welche in den drei 






Anhand von 20 Massenpeaks aus der SELDI-TOF Untersuchung wurden mittels 
Datenbanksuche in Expasy Tagident (UniProt) initial 792 Kandidatenproteine 
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ermittelt, welche in Vergleichsliquorproben gesunder Probanden nachweisbar, in 
Glioblastomzysten aber absent waren, und somit eine tumorsuppressive Aktivität 
besitzen können. Mittels Evidenzanalyse und erweiterter Literaturrecherche wurde 
ein Bewertungsalgorithmus erstellt, und es konnte die Anzahl auf 54 Kandidaten 
reduziert werden. Unter diesen befinden sich bereits bekannte Tumorsuppressoren 
wie Tumor-Nekrose-Faktoren und Kinase-Inhibitoren, aber auch beispielsweise 
Ciliary neurotrophic factor und  Inhibitor of growth protein als mögliche 
Tumorsuppressoren, deren Bezug zu Glioblastomen in aktuellen Veröffentlichungen 
diskutiert wird. 
 
Im experimentellen Teil wurde festgestellt, dass die massenspektrometrische MALDI-
TOF Messung von nativer Hirntumorzystenflüssigkeit oder nativem Liquor keine 
verlässlichen Spektren liefert, sodass ein standardisiertes Aufarbeitungsprotokoll 
notwendig wurde. Nach Einsatz verschiedener Aufreinigungsverfahren, 
Verdünnungsreihen und Matrices erwiesen sich die Aufreinigung per magnetic beads 
mit schwachem Kationen-Austausch (WCX) und die Verwendung von 4mg/ml HCCA-
Matrix als reliabel. Zusätzlich erfolgte eine 1:5 Vorverdünnung der neoplastischen 
Proben mit TRIS Puffer pH 6,8, während Liquorproben unverdünnt blieben.  
 
Insgesamt wurden 62 Proben untersucht, 25 aus Glioblastomzysten, 15 aus 
zystischen Hirnmetastasen und 22 Liquorproben als Kontrollgruppe. Im Schnitt 
konnten 20 Peaks pro Probe abgebildet werden; die jeweils 10 intensitätsstärksten 
hiervon wurden zur statistischen Aufarbeitung innerhalb der jeweiligen 
Diagnosegruppe herangezogen. 
Hierbei zeigten sich signifikante Unterschiede des Auftretens bestimmter 
Proteinbanden im Vergleich von Tumorproben zu Liquor, zum Teil auch zwischen 
Metastasen und Glioblastomen. Besonders hervorzuheben sind:  
 
- Der in Glioblastomproben signifikant häufig auftretende Peak bei 6433 Dalton 
entspricht dem Protein LuzP6 oder einer Splice-Variante des Apo-C1.  
o Für LuzP6 werden in der Literatur Assoziationen mit Neoplasien wie 
myeloproliferative Erkrankungen und Prostatakarzinom beschrieben. 
Das Gen für LuzP6 befindet sich auf Chromosom 7q33 und sein 
Translationsprodukt ist als Self-Tumor-Antigen beschrieben worden.  
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o Apo-C1 wird als Mediator des Lipidstoffwechsels in der Leber 
synthetisiert und kann immunhistochemisch in Liquor und 
Gehirngewebe nachgewiesen werden. Eine weitere Splicevariante 
besitzt eine Größe von 6632 Dalton, dieser Peak liegt ebenfalls 
signifikant häufiger in Glioblastomen als in Liquor vor.   
 
- Der Peak 4303 Dalton wird in Metastasen signifikant häufig nachgewiesen. 
Als Kandidat findet sich unter anderen der angiogenetische Faktor 
Adrenomedullin 2, dessen protoonkogene Funktion in mehreren Publikationen 
beschrieben wird. 
 
- In über 95% der Vergleichsliquorproben und in unter 10% der neoplastischen 
Diagnosegruppen findet sich die Bande 3513 Dalton. In der UniProt 
Datenbank gibt es hierfür jedoch keine Entsprechung. Auch für ein 
möglicherweise doppelt geladenes Protein mit 7026 Dalton sind bis dato keine 
bekannt tumorsuppressiv wirkenden Kandidaten hinterlegt. Die Aufgabe 
zukünftiger Arbeiten besteht somit in der Identifizierung des 
zugrundeliegenden Proteins. 
 
- Als ubiquitäre Bande in allen drei Diagnosegruppen lässt sich 11725 Dalton 
beispielsweise dem beta-2-Mikroglobulin zuordnen, das auf allen Körperzellen 
vorhanden ist und die Antigenpräsentation an das Immunsystem vermittelt. 
Aufgrund einer Vielzahl weiterer möglicher Kandidatenproteine dieser Größe 
steht auch hier die eindeutige Identifizierung aus. 
 
 
Antworten auf die Problemstellung 
 
1. Sowohl MALDI, als auch SELDI TOF MS sind geeignet um Flüssigkeiten aus 
Glioblastomzysten massenspektrometrisch zu analysieren. Um eine 
verlässliche Messung per MALDI-TOF zu erreichen, müssen die Proben zuvor 
eine Aufreinigung erfahren. Die Ergebnisse innerhalb der Diagnosegruppen 
sind reproduzierbar; die MALDI-TOF MS bildet insbesondere niedrige m/z 
(1.500Da - 20.000Da) ab, und verschiebt somit im Vergleich zur SELDI-TOF 
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MS (4.000Da - 145.000Da) den Messbereich in Richtung kleinerer 
Molekulargewichte. 
2. Unter Anwendung des Aufreinigungsprotokolls gelingt die Abbildung 
aussagekräftiger Spektren auch bei  Proben zystischer Hirnmetastasen. 
3. Für lediglich in den Liquor-Vergleichsproben nachweisbare Massenpeaks 
lassen sich in den verfügbaren Datenbanken sowohl Proteine finden, welche 
nachgewiesenermaßen tumorsuppressive Aktivität besitzen, als auch solche, 
bei denen diese noch diskutiert wird. Eine eindeutige Zuordnung eines Peaks 
zu einem Protein ist mittels MALDI-TOF MS nicht möglich. Hierzu müssen 
weitere proteomische Methoden wie Proteinsequenzierung, 
Immunhistochemie oder mRNA-Analysen eingesetzt werden. 
4. Aufgrund der Heterogenität der Messergebnisse und der geringen Fallzahl 
untersuchter Proben lässt sich eine Massenpeak-Tumorsignatur nicht 
erstellen. Dies betrifft die Glioblastomsubtypisierung und die 
Primärtumorbestimmung bei Metastasen, aber auch die Unterscheidung von 
Tumor- und Liquorprobe. 
 
 
Aus heutiger Sicht steht die eindeutige Identifizierung der zu den Peaks 
korrespondierenden Proteine mittels supplementärer proteomischer, histologischer 
und molekularbiologischer Verfahren an. Somit kann, ausgehend von dem hier 
vorgestellten „discovery oriented approach“ als langfristiges Ziel die Beschreibung 
von Tumormetabolismus und Proteinregulation verbunden mit der Etablierung von 
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Exzerpt der Liste der 792 Kandidatenproteine 
Für jede der 20 SELDI-TOF Banden werden beispielhaft fünf Proteine mit möglicher 
tumorsuppressiver Aktivität aufgeführt (Ausnahme: bei der Bande 3892 werden die 
beiden einzigen Kandidatenproteine aufgeführt). 
Hierbei: 
m/z Bande: Molekulargewicht der jeweiligen untersuchten Bande 
m/z Kandidat: Molekulargewicht des jeweiligen Kandidatenproteins 
Evidenz: Evidenzlevel gemäß UniProt, wie in 3.2.1 beschrieben 
Membran / sezerniert / andere: Subzelluläre Lokalisation  
(so nicht membranständig oder sezerniert („1“ in jeweiliger Spalte), ist die 
entsprechend andere Lokalisation genannt) 
PM: + : Pubmed Suche des jeweiligen Proteins mit („AND“) dem jeweiligen 
Schlagwort. Für eine hinreichende Anzahl an entsprechenden Zitaten wurde je 1 
Punkt vergeben,  diese wurden in der Spalte „Summe“ aufsummiert. 
bt: brain tumor 
AA: Aminosäuren 
N: Anzahl an insgesamt gefundenen möglichen Proteinkandidaten 
ER: endoplasmatisches Retikulum  
?: eine subzelluläre Lokalisation / Funktion des Proteins ist nicht beschrieben 
 
Die Eigenschaften sind jeweils auf zwei quere DIN-A4 Seiten verteilt, welche 
hintereinander gereiht sind.  
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Isoform 4 of Baculoviral IAP repeat-containing protein 5
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in toto für 
13784
CRBL2







































Mitochondrial import inner membrane translocase subunit T
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reguliert die Translokation von Proteinen in die mitochondriale Matrix
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Beteiligt im Zellzyklus in normalen sowie Tumorzellen
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